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3Résumé
Cette thèse porte sur des expériences d'évolution de bactéries, avec le but d'ex-
plorer expérimentalement comment des transferts horizontaux d'ADN au sein d'une
population de bactéries peuvent ou non modiﬁer l'évolution de cette population. La
méthode utilisée pour permettre des échanges d'ADN à l'intérieur de la population
repose sur la propriété de transformation naturelle de la bactérie Acinetobacter baylyi.
Une expérience pilote sans brassage de génomes a été faite sur 3000 générations et
nous avons analysé par séquençage les mutations et la diversité apparues pendant cette
expérience. On observe une structure en multiples sous-populations compatible avec
un régime d'interférence clonale. Une expérience d'évolution avec échange d'ADN ainsi
qu'une expérience contrôle avec une bactérie non compétente ont été réalisées dans les
mêmes conditions sur 1300 générations. Des séquençages de génomes ont été eﬀectués
sur des populations et des clones à diﬀérents temps de chaque expérience d'évolution
aﬁn de mettre en évidence les mutations apparues ainsi que leur fréquence dans la
population. La diversité dans l'expérience d'évolution avec brassage est nettement plus
élevée jusqu'à 970 générations et est due à diﬀérents types de mutations alors que dans
l'expérience sans brassage, la diversité est essentiellement due à des SNP. Cependant
dans l'expérience avec brassage, on observe à 1300 générations une baisse de la diversité
qui est liée à la ﬁxation d'une mutation dans un gène essentiel pour la transformation.
Ces résultats préliminaires laissent penser que le brassage a un avantage à court terme
mais qu'à long terme l'avantage lié à l'échange s'amenuise.
Mots clés : évolution, bactérie, transferts horizontaux d'ADN, transformation na-
turelle, chemostat, reséquençage, diversité
Abstract
This thesis focuses on experiments in bacterial evolution, with the aim to explore
experimentally how horizontal transfer of DNA within a bacterial population, may or
may not modify the evolution of this population. The method used to allow exchanges
of DNA within the population, is based on the property of natural transformation of
the bacterium Acinetobacter baylyi. A pilot experiment without genome shuing was
made over 3000 generations, and we analyzed by sequencing the mutations and the di-
versity that emerged during this experiment. There is a structure in multiple actively
competing subpopulations that appears consistent with a system of clonal interference.
A experimental evolution with exchange of DNA and a control experiment with a non-
competent bacterium were performed under the same conditions over 1300 generations.
The sequencing of genomes have been conducted on populations and clones at diﬀerent
times of each experiment to detect the mutations that occurred and their frequency in
the population. Diversity in the evolution experiment with genome shuing is signiﬁ-
cantly higher up to 970 generations and is due to diﬀerent types of mutations, whereas
in the control experiment diversity is mainly due to SNP. However in the experiment
with shuing, we observe a decrease in the diversity at 1300 generations which is due
4to the ﬁxation of a mutation in a gene essential for transformation. These preliminary
results suggest that the genome shuing has a short term beneﬁt while on the long
term the beneﬁt from the exchange is dwindling.
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Introduction
Objectif de la thèse : Cette thèse porte sur l'évolution darwinienne de bactéries
en laboratoire, avec le but d'explorer expérimentalement comment des transferts hori-
zontaux d'ADN au sein d'une population d'individus initialement identiques, peuvent
modiﬁer l'évolution de cette population. Cette problématique est à replacer dans le
cadre des acquis récents du séquençage de masse, qui ont accrédité la présence de
multiples traces de transferts horizontaux d'ADN, c'est-à-dire l'acquisition au cours de
l'évolution de fragments d'ADN non-parentaux. Un échange d'ADN horizontal porte en
lui certaines caractéristiques du sexe chez les organismes supérieurs, avec potentielle-
ment le bénéﬁce évolutif de combinaison entre allèles d'individus diﬀérents. La question
que nous posons est de savoir si en mettant en place des conditions où les échanges
d'ADN inter-bactéries sont soit très facilités, soit (en contrôle) essentiellement inter-
dits, on obtient sur des échelles de temps de laboratoire, une évolution darwinienne
diﬀérente ou pas de la population sous une contrainte sélective donnée. La bactérie
modèle choisie est Acinetobacter baylyi ADP1, et la méthode choisie pour permettre
des échanges faciles d'ADN à l'intérieur de la population repose sur la propriété de
transformation naturelle exceptionnelle de cette bactérie. Un réacteur en ﬂux continu
est utilisé, permettant le maintien d'une très grande population de bactérie (1010) se
divisant continûment dans des conditions de cultures et d'environnements constants.
Introduction : L'échange d'ADN inter-individus peut se faire via le sexe entre indi-
vidus compatibles, ou encore via une panoplie de mécanismes qui sont courants chez la
bactérie tels la conjugaison, la transduction, via des vecteurs viraux ou plasmidiques,
etc ... C'est aussi un problème de santé publique (par exemple propagation de résis-
tance aux antibiotiques, apparition de multirésistances) ou encore de sauvegarde de
l'environnement (posé par exemple avec la présence/dissémination possible d'OGM).
Du point de vue de l'évolution Darwinienne de la bactérie soumise à un traitement
où on cherche à l'éliminer, l'avantage obtenu par la bactérie qui réalise l'acquisition
d'une résistance est évident. A l'échelle d'un écosystème, un échange d'ADN entre bac-
téries génétiquement distantes peut permettre aussi l'acquisition/intégration de gènes
isolés ou même d'opérons entiers permettant de nouvelles fonctions chez la bactérie
receveuse [94]. Les tailles de populations bactériennes sont en général très importantes,
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des conditions de promiscuité/conﬁnement souvent réunies, de sorte que même des
échanges rares inter-individus peuvent être à la source d'eﬀets importants. A l'opposé,
les tailles de population des organismes supérieurs sont souvent limitées, et il a été pro-
posé depuis longtemps [44,99] que le sexe, qui permet la génération rapide de variants
via un réassortiment d'allèles, est un moyen puissant pour la survie (via des individus
mieux adaptés) face aux assauts des compétiteurs et /ou de l'environnement et de ses
changements.
Sexe, "DNA shuing" et consorts : Un échange d'ADN, qui peut être vu sous
l'angle d'un rebattage des cartes ("DNA shuing") pourrait être un moteur d'évolution
important. De façon extrêmement étonnante, les éléments expérimentaux in vivo qui
pourraient permettre de trancher (déterminer l'avantage du sexe et/ou de l'échange
d'ADN), sont parcellaires et peu convaincants [24, 26, 49, 65, 140] ; même la question
de l'avantage du sexe par rapport à son coût en apparence exorbitant (deux individus
nécessaires pour en faire un) n'est pas résolue. A l'opposé extrême, dans le domaine
des biotechnologies et de l'évolution in vitro pour produire des variants d'intérêt (par
exemple une protéine particulière), l'adaptation du  sexe  sous la forme brute de
"DNA shuing" [128] a permis d'améliorer considérablement la vitesse avec laquelle on
arrive à obtenir des variants intéressants. Ce "DNA shuing" fait intervenir coupure
/mélange /réassortiment in-vitro de séquences d'ADN choisies parmi celle qui codent
par exemple déjà pour des mutants présentant un avantage partiel. Un ou plusieurs
cycles de "shuing" permettent alors de combiner ces mutants, résultant souvent en
des mutants encore améliorés. A l'échelle de la séquence d'ADN, cette évolution est
la combinaison de mutations (à laquelle il aurait été virtuellement impossible d'arri-
ver, par cumuls successifs (uniquement sériel) de mutations sur une même séquence, à
cause de la taille de la "librairie" de séquence qui serait nécessaire). En d'autre terme le
"DNA shuing" in vitro permet par des mécanismes non pas d'accumulations sérielles
(clonaux) mais d'échanges (parallélisés) de fragments entre classes, d'obtenir une "ac-
célération d'évolution". Enﬁn, quelques expériences de "genome shuing" in vivo ont
été réalisées avec succès, mais elles font intervenir un nombre faible d'individus pour
réaliser ce "shuing" [29,114,142].
La compétence naturelle : Parmi les mécanismes d'échange entre bactéries, il en
est un qui présente des caractéristiques hors du commun : il s'agit de la compétence
naturelle [20], une propriété que possèdent certaines bactéries. Cette compétence na-
turelle se traduit par la capacité pour une bactérie à capturer de l'ADN si celui-ci est
présent dans le milieux de culture, le faire entrer dans son milieu intracellulaire, et
ensuite l'intégrer sous certaines conditions dans son génome. A l'issue de ces étapes, la
bactérie se retrouve munie dans son génome d'un nouveau segment d'ADN. Cet eﬀet
est remarquable, car il n'existe que peu de contraintes sur la source de l'ADN qui est
intégré : il n'est pas nécessaire d'avoir une bactérie donneuse spécialisée, il n'est pas
nécessaire que l'ADN ait été au préalable intégré dans un vecteur viral ou plasmidique.
La simple présence d'un fragment d'ADN linéaire  nu  c'est-à-dire sans protection
particulière, et issu par exemple des débris d'une bactérie morte, peut suﬃre. Cet ADN
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peut se recombiner dans le génome de la bactérie compétente si des homologies par-
tielles existent entre un/des segments de l'ADN entrant, et un/des segment de l'ADN
génomique. Une bactérie naturellement compétente se présente donc comme une géné-
raliste de l'échange d'ADN à tout crins. La question se pose évidemment de savoir quel
est l'avantage évolutif fourni par une telle capacité, deux options extrêmes peuvent être
citées [125] : dans l'une il est proposé que l'ADN sert de nourriture et l'intégration dans
le génome est un épiphénomène ; dans l'autre, cette capacité fournit à la bactérie un
avantage évolutif (mais alors pourquoi la compétence ne s'est alors pas systématique-
ment répandue chez les bactéries ?). Si on examine le catalogue des diverses espèces de
bactéries identiﬁées comme étant naturellement compétentes, on trouve des bactéries
très diverses, avec Bacillus subtilis bactérie courante et non-pathogène, Deinococcus
radiodurans (bactérie ayant une capacité hors du commun à résister à la dessiccation
(et aux radiations), etc ... On trouve aussi des bactéries pathogènes, telles Streptococcus
pneumoniae, Helicobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitis, Haemo-
philus inﬂuenzae, etc..., suggérant éventuellement que la compétence naturelle pourrait
aussi être un moyen de générer des variants permettant à la bactérie d'échapper à la
surveillance du système immunitaire. On débouche donc encore sur l'idée qu'un re-
battage des cartes ("DNA shuing") entre individus pourrait permettre à la bactérie
d'explorer rapidement des combinaisons d'allèles, et "d'accélérer" son évolution sous
contrainte sélective forte [69].
Organisation des chapitres de la thèse : Dans un premier chapitre introductif,
j'introduis les principaux mécanismes de l'évolution ainsi que l'apport des expériences
d'évolution dans la compréhension de ces mécanismes.
Dans le deuxième chapitre, j'aborde la bibliographie des travaux portant sur l'ap-
port évolutif du sexe et des transferts horizontaux.
Dans un troisième chapitre, je présente les propriétés de transformation naturelle
d' Acinetobacter baylyi ainsi que la mise au point des conditions pour réaliser des
brassages de génomes au sein de la population.
Dans un quatrième chapitre, je présente le montage utilisé ainsi que les protocoles
utilisés pour les expériences d'évolution avec brassage de génomes. La contrainte sé-
lective utilisée pour l'évolution expérimentale est l'utilisation d'un milieu minimum où
la seule source d'azote est du nitrate. Une expérience pilote a d'abord été menée, aﬁn
de mettre en place le montage expérimental basé sur un réacteur à ﬂux continu, de
déterminer quelle était l'évolution obtenue sur un temps de l'ordre de quelques mois,
et également pour déterminer quelles étaient les variations obtenues par évolution. J'ai
ensuite mené une expérience d'évolution avec brassage de génome avant de réaliser une
expérience de contrôle dans les mêmes conditions, mais avec un mutant d'Acinetobacter
baylyi rendu non-compétent de façon à interdire les transferts horizontaux.
Dans le cinquième chapitre, je décris les résultats obtenus avec des analyses par
reséquençage réalisés tous les 165 générations à la fois sur la population de bactérie,
et sur un clone choisi aléatoirement. Ce type d'analyse a été mené sur l'expérience de
brassage et son contrôle. Les résultats obtenus lors de l'expérience pilote sont aussi
présentés (article soumis).
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Dans la conclusion, je résume les résultats saillants, les conclusions qu'on peut en
tirer et leurs limitations.
Chapitre 1
Introduction à l'Évolution
Dans ce chapitre introductif, je présenterai dans un premier temps, les principales
notions liées aux mécanismes de l'évolution (voir1.1) avant d'aborder l'apport des expé-
riences d'évolutions avec des microorganismes dans la compréhension des mécanismes
de l'évolution (voir 1.2). L'inﬂuence du mode de reproduction sur l'évolution sera abor-
dée plus en détail dans le chapitre 2.
1.1 Mécanismes de l'évolution
Plusieurs théories se sont succédées pour tenter d'expliquer la diversité et l'évolution
des espèces. La théorie actuellement adoptée est la théorie synthétique de l'évolution ou
néodarwinisme. Elle repose sur la théorie darwinienne de la sélection naturelle [30] et
a été complétée par les connaissances de la génétique, inconnues à l'époque de Darwin.
Les éléments principaux sont les suivants :
 tout d'abord, des variations aléatoires des caractères apparaissent chez les indivi-
dus de même espèce et certaines de ces variations sont héritables. Cette diversité
phénotypique est créée par des mutations et des réarrangements aléatoires au ni-
veau du génome de l'espèce ( voir 1.1.1). Ces mutations peuvent avoir diﬀérents
eﬀets sur le phénotype (voir section 1.1.1.3).
 la fréquence de ces variations héritables change selon les forces évolutives qui
s'exercent. Les principales forces sont les mutations, la sélection naturelle (voir
section 1.1.2.1), la dérive (voir section 1.1.2.2) et la migration.
Le processus d'évolution dépend du mode de reproduction et j'aborderai dans le
chapitre 2 la question de l'apport évolutif du sexe.
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1.1.1 Création de diversité par mutations et réarrangements
de séquences
1.1.1.1 Les mutations ponctuelles
Les mutations ponctuelles correspondent à la substitution d'une base par une autre
(SNP pour Single Nucleotide Polymorphism) ou à l'insertion/délétion d'une base (in-
del). Elles résultent souvent d'erreurs lors de la réplication de l'ADN par l'ADN po-
lymérase ou lors de la réparation de l'ADN. En eﬀet bien que l'ADN polymérase
ait une activité de relecture (proofreading) et qu'il existe des systèmes de correc-
tion/réparation, des erreurs arrivent à subsister avec pour la bactérie Escherichia coli,
un taux de mutation ponctuelle par base et par génération estimé entre 1, 5.10−11 et
5, 4.10−10 [38,101,136]. Cependant toutes les substitutions n'ont pas la même probabi-
lité : par exemple, chez les bactéries, il a été montré que les transitions G→A et C→T
sont les mutations ponctuelles plus fréquentes [57, 59, 136]. Les mutations ponctuelles
peuvent aussi être induites par des agents chimiques (EMS, agents alkylants, analogue
de base ...) ou physiques (UV, radiations ionisantes ...).
1.1.1.2 Les réarrangements de séquences
Parmi les réarrangements de séquences, on distingue :
 les insertions ou délétions de séquences (indel) . Elles peuvent aussi résul-
ter d'erreur lors de la réplication notamment lorsqu'il y a des séquences répétées
qui peuvent induire des décalages de l'ADN polymérase à cause de la formation
de boucles d'ADN à la fois au niveau du brin d'ADN qui sert de matrice et du
brin en cours d'élongation [89]. Ainsi lorsqu'une boucle se forme au niveau du
brin matrice, il n'y aura pas réplication de la séquence de la boucle sur le brin
synthétisé et on aura donc une délétion. En revanche, lorsqu'une boucle se forme
au niveau du brin en cours de réplication, l'ADN polymérase peut être amenée à
répliquer deux fois la même région (insertion par duplication en "tandem"). Elles
peuvent aussi résulter d'événements de transposition (voir plus bas) ou d'événe-
ments de recombinaison entre des séquences homologues (recombinaison inégale
entre chromosome homologue, recombinaison entre des séquences répétées) (ﬁ-
gure 1.1.1.2).
 les duplications de séquences qui sont un type particulier d'insertion de sé-
quence car elles correspondent à l'insertion d'une séquence identique à une autre
présente dans le génome d'origine. Les séquences dupliquées peuvent être collées
(duplication en tandem) ou distantes l'une de l'autre. Elles peuvent résulter d'er-
reur de réplication (voir précédemment) ou d'événements de recombinaison entre
des séquences répétées (dont les éléments transposables)
 les transpositions d'éléments transposables qui provoquent des insertions
et/ou délétions de séquences selon le mode de transposition. En eﬀet les éléments
transposables sont des séquences qui sont capables de se déplacer dans le génome
de façon autonome selon deux modes de fonctionnement : "copier/coller" ou "cou-
per/coller. Dans le premier cas on aura une duplication de l'élément transposable
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qui sera inséré ailleurs dans le génome alors que dans le second cas, on aura une
délétion de l'élément transposable dans sa localisation d'origine pour permettre
son insertion dans la séquence cible. Les éléments transposables les plus simples
sont les séquences d'insertion (IS) qui ne contiennent que les éléments nécessaires
à leur transposition.
 les inversions de séquences qui peuvent être provoquées par des événements
de recombinaison entre des séquences répétées (par exemple entre des éléments
transposables) (ﬁgure 1.1.1.2).
Figure 1.1  Illustration d'évènements de délétion (ﬁgure de gauche) et d'inversion
(ﬁgure de droite) dus à des réarrangements entre des séquences répétées. Les ﬂèches
représentent l'orientation des deux séquences répétées
 les échanges de séquences qui ont lieu lors de la reproduction sexuée ou de
transfert horizontal d'ADN.
Chez les espèces à reproduction sexuée, les organismes produisent par méiose
des cellules de deux types sexuels diﬀérents (les gamètes).Chez les organismes
diploïdes qui ont deux copies de chaque chromosome, la méiose permet de créer
des gamètes haploïdes qui n'ont qu'une copie de chaque chromosome et c'est
la fusion de deux gamètes de type sexuel diﬀérent (fécondation, syngamie) qui
permettra de produire un descendant diploïde qui aura la moitié de l'informa-
tion génétique provenant d'un parent et la moitié de l'information provenant de
l'autre. Lors de la méiose, il peut y avoir des échanges de séquences par recom-
binaison homologue entre les exemplaires d'un même chromosome (chromosomes
homologues). Ce brassage intrachromosomique ou "crossing-over" permet de re-
combiner les mutations (allèles) présentes sur les deux exemplaires de chaque
chromosome. Il y a aussi du brassage interchromosomique car chaque gamète
aura une combinaison aléatoire d'exemplaire de chaque chromosome recombiné.
Lors de la fécondation, il y a aussi du brassage génétique car il y a combinaison
aléatoire des mutations provenant des deux parents.
Le transfert horizontal d'ADN, par opposition au transfert vertical par descen-
dance, permet le transfert d'ADN entre un donneur et un récepteur. Le trans-
fert horizontal d'ADN est surtout présent chez les procaryotes (archébactéries
et eubactéries) mais quelques cas de transfert de bactéries vers les eucaryotes
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(levures [54], plantes [14], d'eucaryotes vers des bactéries(par exemple de plantes
vers des bactéries [33,67]), voir entre eucaryotes ont été observés expérimentale-
ment ou supposés d'après des analyses comparatives de génomes [13,68,77,102].
Le transfert horizontal d'ADN avec des eucaryotes est plus controversé car il est
plus diﬃcile à mettre en évidence (souvent uniquement par analyse de génomes)
alors que chez les procaryotes, l'existence de transferts horizontaux a été montrée
par des expériences et/ou par analyses de génomes [13,68,77,102]. Il existe trois
modes principaux de transfert horizontal d'ADN chez les procaryotes [13] :
 la conjugaison qui transfère de l'ADN entre une bactérie donneuse et une bac-
térie réceptrice grâce à la formation d'un lien physique entre elles (le pilus).
 la transduction qui transfert de l'ADN entre bactéries par l'intermédiaire d'un
bactériophage (virus de bactérie)
 la transformation qui permet aux bactéries de récupérer de l'ADN présent dans
l'environnement (voir chapitre 3).
Contrairement au sexe qui permet de brasser entièrement deux génomes, seule-
ment une partie du génome du donneur recombine avec le génome du receveur lors
d'un transfert horizontal d'ADN. De plus ce transfert est très occasionnel et moins
fréquent que le sexe, ce qui fait que l'importance des transferts horizontaux dans
l'évolution des eucaryotes (sexués) est encore controversé [68,77,102]. Cependant
pour les organismes à reproduction asexuée (clonale) comme les procaryotes, on
peut retrouver certaines composantes du sexe dans le transfert horizontal [125].
1.1.1.3 Eﬀets des mutations
La plupart des mutations sont délétères ou neutres et seulement une petite fraction
des mutations est bénéﬁque. Ainsi chez la bactérie Escherichia coli, le taux de mu-
tation bénéﬁque a récemment été estimé expérimentalement à environ 5, 4.10−12 par
base et par génération [116] soit environ 1 à 6% du taux de mutation global estimé
expérimentalement par [38,136].
L'eﬀet d'une mutation dépend :
 de sa localisation dans le génome. En eﬀet dans le génome, on distingue
trois grands types de séquences : les séquences codantes, les séquences régula-
trices de l'expression des gènes et les autres séquences (sans fonction connue).
Des mutations dans les deux premières catégories peuvent avoir diﬀérents ef-
fets : bénéﬁque, délétère (voire létal) ou neutre alors que des mutations dans la
troisième catégories sont généralement neutres.
Des mutations dans des séquences régulatrices ou des séquences codant pour
des protéines régulatrices peuvent modiﬁer l'expression de plusieurs gènes. Par
exemple, chez les bactéries, les gènes d'un opéron 1 ont des éléments régulateurs
en commun (promoteur, séquences régulatrices et régulateurs transcriptionnels) si
1. un opéron est une unité transcriptionnelle composée de plusieurs gènes sous le contrôle des
mêmes séquences régulatrices (dont le promoteur) et des mêmes régulateurs transcriptionnels. Un
ARN commun (ARN polycistronique) permet la traduction des protéines correspondant aux gènes de
l'opéron
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bien que la mutation dans un des ces éléments aﬀectera l'expression de l'ensemble
des gènes de l'opéron. De façon plus générale la modiﬁcation de l'expression ou de
l'eﬃcacité d'une protéine régulatrice pourra aussi modiﬁer l'expression des gènes
qu'elle régule.
Des mutations dans la séquence codante d'un gène peut dans certains cas mo-
diﬁer l'expression d'autres gènes. C'est le cas des mutations dans les protéines
régulatrices comme on vient de le voir mais cela peut aussi être le cas de muta-
tions dans les premiers gènes d'un opéron si elles provoquent un arrêt prématuré
de la transcription ou si elles déstabilisent le transcrit commun : on parle d'eﬀet
polaire.
 de l'environnement dans lequel vit l'organisme . Par exemple si une mu-
tation entraîne la perte de la fonction d'une enzyme nécessaire pour l'utilisation
d'un substrat, elle sera délétère si elle utilise ce substrat mais sera neutre voire
bénéﬁque si le substrat est absent dans l'environnement.
 du nombre de copie de chaque gène : pour un organisme diploïde, il y a
deux exemplaires de chaque chromosome et par conséquent deux copies (allèles)
de chaque gène. Une mutation sur un gène peut être récessive si les deux copies du
gène doivent être mutées pour avoir un eﬀet ou dominante si une seule mutation
suﬃt. De plus, même quand il n'y a qu'un exemplaire de chaque chromosome,
il peut y avoir de la redondance fonctionnelle notamment quand il y a eu des
duplications de gènes.
 des autres variations présentes ailleurs dans le génome . Contrairement
aux interactions entre les diﬀérents allèles d'un même gène (dominance/récessivité)
qui nécessitent la présence d'au moins deux exemplaires de chaque chromosome,
les interactions entre diﬀérents gènes ou entre diﬀérentes mutations dans une
même copie d'un gène peuvent avoir lieu chez les espèces n'ayant qu'un exem-
plaire de chaque chromosome (organismes haploïdes, par exemple les bactéries).
C'est le phénomène d'épistasie au sens large 2 [81, 118].
On parle d'épistasie synergique entre deux mutations quand l'eﬀet des deux muta-
tions est plus important que la somme des eﬀets de chaque mutation et d'épistasie
antagoniste quand l'eﬀet est plus faible. Pour une mutation bénéﬁque, l'épistasie
synergique est dite positive car le phénotype est meilleur que prévu (supérieur
à la somme des eﬀets de chaque mutation) alors que l'épistasie antagoniste est
négative car le phénotype est moins bon que prévu. Pour une mutation délétère,
c'est l'inverse. Prenons l'exemple de la biosynthèse d'un produit. S'il n'y a qu'une
seule voie conduisant à la production de ce produit alors l'eﬀet d'une mutation
délétère sera généralement plus faible s'il y a déjà une autre mutation délétère
dans cette voie (épistasie positive antagoniste). Par contre s'il y a plusieurs voies
2. Le terme d'épistasie a été introduit pour la première fois par William Bateson en 1909 et désignait
le fait que la mutation d'un gène masquait l'eﬀet de mutations sur d'autres gènes. R.A Fisher en 1918
réutilise ce terme d'épistasie pour faire référence à toute déviation statistique à l'additivité des eﬀets
des mutations puis à partir des années 1960 avec la génétique des populations, l'épistasie désigne
aussi toute déviation par rapport à un modèle multiplicatif. C'est cette dernière déﬁnition utilisée en
génétique des populations que j'utiliserai par la suite.
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permettant la synthèse de ce produit alors l'eﬀet de mutations délétères tendront
à être de plus en plus important (épistasie négative synergique).
L'épistasie est dite signée si elle change "le signe" de l'eﬀet d'une mutation :
une mutation peut être délétère ("négative") dans un fond génétique donné mais
bénéﬁque ("positive") dans un autre et vice versa.
 du type de mutation. Les mutations ponctuelles de type substitution lors-
qu'elles sont localisées dans la séquence codante d'un gène sont classées en trois
catégories :
 les mutations faux sens ou non synonymes qui provoquent la substitution
d'un acide aminé par un autre dans la protéine correspondant au gène. L'eﬀet
de ce changement dépend de l'importance de l'acide aminé modiﬁé dans la
structure ou la fonction de la protéine et du nombre de copie du gène (voir
précédemment).
 les mutations non sens qui changent un codon en un codon stop et conduit
à la production d'une protéine plus courte qui peut être fonctionnelle ou non
selon la taille et l'importance de la région délétée. Elles conduisent souvent à
une perte de fonction.
 les mutations silencieuses ou synonymes qui n'ont pas de conséquence
sur la séquence en acides aminées de la protéine codée par le gène. Elles sont
en générale neutres, cependant elles peuvent avoir un eﬀet si elles changent un
codon par un autre plus ou moins fréquent. En eﬀet la vitesse de traduction, le
taux d'expression de la protéine ainsi que sa conformation peuvent être modiﬁés
selon la fréquence du nouveau codon [72].
Les insertions/délétions dans la séquence codante d'un gène peuvent provoquer
en aval un décalage du cadre de lecture si la longueur de la séquence délétée ou
insérée n'est pas un multiple de trois. Un décalage du cadre de lecture conduit,
en aval de l'insertion/délétion, à la modiﬁcation de la séquence en acides aminés
de la protéine et peut même provoquer un arrêt prématuré de la traduction
(apparition d'un codon stop). Tout comme une mutation non sens, un décalage
du cadre de lecture entraîne souvent une perte de fonction. Si la séquence insérée
ou délétée est grande et/ou modiﬁe les séquences régulatrices du gène, on peut
avoir une perte ou une modiﬁcation de l'expression du gène. Si la longueur de
l'insertion/ délétion est un multiple de trois et est relativement petite, des acides
aminés sont insérés ou délétés dans la protéine et l'eﬀet de la mutation dépend
de l'importance de la séquence modiﬁée dans la structure et la fonction de la
protéine.
1.1.2 Evolution de la fréquence des variations au sein d'une
population par sélection ou dérive
Les mutations apparaissent aléatoirement et permettent de générer de la diversité
au sein d'une population. Cette diversité tend à être réduite soit par l'action de la
sélection naturelle qui est le moteur principal de l'adaptation, soit par l'eﬀet du hasard
(dérive génétique).
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1.1.2.1 La sélection naturelle
La sélection naturelle agit au niveau du phénotype de l'individu qui dépend à la
fois de l'environnement et de l'ensemble des mutations présentes dans son génome (son
génotype). L'individu qui aura le meilleur succès reproductif dans un environnement
donné laissera plus de descendants permettant ainsi de transmettre ses mutations plus
fréquemment que les autres individus. Les mutations bénéﬁques qui confèrent un avan-
tage reproductif se propageront dans la population tandis que les mutations délétères
seront progressivement éliminées car les individus porteurs de ces mutations laisseront
moins de descendants. La sélection naturelle ne peut agir que sur les mutations qui
sont transmises et par conséquent pour les organismes pluricellulaires, uniquement sur
les mutations présentes dans les cellules donnant naissance aux gamètes (cellules de la
lignée germinale). L'adaptation d'un individu peut être quantiﬁée par sa ﬁtness (ap-
pelée aussi valeur adaptative ou valeur sélective) qui correspond à la mesure du succès
reproductif 3 d'un génotype dans un environnent donné. Dans le cas de générations
non chevauchantes, la ﬁtness absolue WA d'un génotype A correspond au nombre de
descendants ayant ce génotype A (NAg) divisé par le nombre de parents de ce génotype
(NAg−1) : WA = NAg/NAg−1.
En général, on compare toujours la performance d'un génotype A par rapport à un
génotype B (qui peut servir de référence) et c'est pourquoi, au lieu d'utiliser la ﬁtness
absolue d'un génotype A, on calcule sa ﬁtness relative w qui correspond au ratio des
ﬁtness absolues des deux génotypes comparés : w = WA/WB
Pour mesurer l'avantage d'un génotype A par rapport à un génotype B de référence
dont on ﬁxe arbitrairement sa ﬁtness à 1, on utilise aussi le coeﬃcient de sélection s
qui est déﬁnit par w = 1 + s. Si A a la même ﬁtness que la référence alors s = 0 et
w = 1. Si A a un avantage sur le génotype de référence alors s > 0 et w > 1 par contre
si A a un désavantage −1 < s < 0 et 0 < w < 1.
Dans le cas où les générations sont chevauchantes, si on considère une population
asexuée (de bactéries par exemple) possédant deux génotypes A et B, on déﬁnit le
taux de sélection r = d lnNAt/dt − d lnNBt/dt avec t qui est un temps, NAt et NBt ,
la taille (ou la densité) des sous populations de génotypes A et B respectivement [21].
Si la sélection est densité indépendante et qu'il n'existe pas d'interactions entre les
deux génotypes alors r = mA −mB avec m le taux de croissance de chaque génotype
(paramètre malthusien) et la ﬁtness relative (malthusienne)est w = mA/mB.
Quand une mutation nouvelle apparaît, elle est susceptible de disparaître par eﬀet
stochastique d'échantillonnage (voir 1.1.2.2). Si elle arrive à se maintenir dans ce pre-
mier régime stochastique et que la taille correspondante de la sous-population portant
cette mutation parvient à une taille critique 1/s, alors s'il n'y a pas d'interférence avec
d'autres mutations, cette sous-population va de façon déterministe envahir toute la
population [35, 127]. Dans ce cas de ﬁgure, la probabilité de ﬁxation 4 d'une mutation
par sélection est proportionnel à s : plus s est grand, plus la probabilité de ﬁxation
par sélection est grande. Le temps de ﬁxation par sélection est quant à lui inversement
3. le succès reproductif dépend à la fois du taux de survie et du taux de fécondité du génotype
4. une mutation est ﬁxée quand toute la population possède la mutation
20 Introduction à l'Évolution
proportionnel à s : plus s est grand, plus le temps de ﬁxation est court. Cependant
dans le cas d'une population asexuée, les mutations bénéﬁques apparues chez diﬀérents
clones sont en compétition pour la ﬁxation (interférence clonale) et la probabilité de
ﬁxation n'est pas gouvernée uniquement par s contrairement aux populations sexuées
où des mutations bénéﬁques apparues chez diﬀérents individus peuvent se combiner
(pour plus de détail voir chapitre 2). Selon les diﬀérents paramètres cités ci-dessus, on
déﬁnit plusieurs régimes de sélection [35, 127]. Pour une population asexuée, dans un
régime de sélection forte (s1/N ) avec un faible nombre de mutations apparaissant,
les mutations se ﬁxent les unes à la suite des autres alors que dans un régime de sélec-
tion forte avec un grand nombre de mutations apparaissant, des mutations bénéﬁques
peuvent apparaître avant que les précédentes mutations ne soient ﬁxées ou perdues.
La sélection est une force évolutive qui tend à optimiser la ﬁtness vers un optimum.
Cependant plusieurs chemins adaptatifs sont possibles et plusieurs optima peuvent
exister : c'est l'optimum le plus proche qui est atteint (optimum local) mais il n'est pas
forcément le meilleur (optimum global). Un paysage adaptatif est une représentation
des diﬀérents chemins adaptatifs possibles pour atteindre les génotypes optimaux (au-
cune mutation unique dans ce génotype ne permet d'augmenter la ﬁtness) [104, 120].
Ce paysage peut être plus ou moins rugueux selon le nombre d'optima possibles et les
intéractions épistatiques contribuent à la formation de ce paysage [118,120]. Le passage
d'un optimum local à un optimum global par sélection est diﬃcile dans un régime où
les mutations se ﬁxent une par une car il nécessite une baisse transitoire de la ﬁtness.
1.1.2.2 La dérive génétique
Bien que la sélection combinée aux mutations soit le principal moteur de l'adap-
tation des espèces à leur environnement, d'autres forces modulent l'évolution. Parmi
ces forces on retrouve la dérive génétique concept fondée par Sewall Wright, Ronald
Fisher et John Haldane au début du XX siècle et connu aussi sous le nom de mo-
dèle de Wright-Fisher [44,138]. La dérive correspond à des biais d'échantillonnage des
mutations qui peuvent faire varier aléatoirement les fréquences des mutations indépen-
damment de leur avantage et des autres forces évolutives (mutation, sélection naturelle,
migration...). Ces variations aléatoires des fréquences peuvent être dues par exemple
au fait que, par hasard, certains individus n'ont pas de descendants et d'autres en ont
plus. Ainsi par dérive génétique, certaines mutations bénéﬁques peuvent être perdues
et inversement certaines mutations délétères peuvent se ﬁxer. L'équilibre entre la sélec-
tion et la dérive dépend fortement de la taille de la population : les eﬀets de la dérive
sont d'autant plus grand que la population est petite. La probabilité de ﬁxation d'une
mutation par dérive est de 1/N pour une population haploïde de taille N (1/2N pour
des diploïdes) et le temps de ﬁxation par dérive est proportionnel à N.
La dérive peut être particulièrement importante lorsque la taille de la population
est petite ou lorsqu'elle est brutalement réduite soit à cause d'une extinction massive
(épidémie, catastrophe écologique...) soit à cause d'une migration. Lorsqu'une petite
partie de la population migre géographiquement, la fréquence des allèles dans la petite
population de migrants peut par des biais d'échantillonnage aléatoire ne pas être re-
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présentative de la grande population de laquelle les migrants sont issus. On appelle ce
phénomène l'eﬀet fondateur. De façon plus générale, on parle de goulot d'étranglement
quand la taille de la population est brutalement réduite.
Contrairement à la théorie Darwinienne où la sélection est le principal moteur de
l'évolution, la dérive est au coeur de la théorie neutraliste avancée par Kimura [73]. Ki-
mura fait l'hypothèse que la majorité des polymorphismes observés dans les séquences
génétiques sont neutres : la plupart sont synonymes ou s'ils sont non synonymes, le
changement d'acide aminé est supposé ne pas entraîner de conséquence fonctionnelle
sur la protéine et sur la ﬁtness de l'individu. Selon Kimura et son disciple Ohta [103],
la plupart des mutations ponctuelles que l'on observe ont un coeﬃcient de sélection si
faible (s1/N) qu'elles peuvent être considérées comme des allèles neutres soumis à la
dérive. La théorie neutraliste minimise le rôle de la sélection à l'échelle de l'évolution
moléculaire sans pour autant nier l'importance de la sélection naturelle sur l'évolution
phénotypique (à l'échelle de l'individu).
1.2 Apports des expériences d'évolution avec des mi-
croorganismes
La biologie de l'évolution n'a longtemps été qu'une science historique où on essaie
d'inférer les événements passés inconnus à partir des organismes vivants actuels et
quand c'est possible de fossiles. Les expériences d'évolution sur des microorganismes
ont permis de suivre en temps réel l'évolution de populations dans des conditions
contrôlées et ont été ainsi un apport important pour la compréhension des mécanismes
de l'évolution (pour revue voir [15,41]).
1.2.1 Avantages et inconvénients
Les expériences d'évolution avec les microorganismes présentent de nombreux avan-
tages. En eﬀet les microorganismes ont un temps de génération court qui permet de
les faire évoluer sur des centaines voire des milliers de générations sur des échelles de
temps relativement courtes (tableau 1.1)
Leur petite taille permet de maintenir de grandes population dans un espace res-
treint et d'en avoir plusieurs en parallèle (tableau 1.1).
Un autre avantage des microorganismes, est la possibilité de conserver vivants, au
congélateur (à -80C), les ancêtres et des échantillons de population à diﬀérents temps
(générations) de l'expérience. Cela permet de les réétudier plus tard en comparaison
avec les individus issus de l'évolution (tableau 1.1).
Les conditions dans lesquelles a lieu l'expérience peuvent être contrôlées, ce qui per-
met de modiﬁer les contraintes environnementales (nutriments limitants, composition
du milieu...) et de reproduire les expériences dans les mêmes conditions. De plus on
peut tester l'eﬀet de certains paramètres inﬂuençant l'évolution comme la taille de la
population, le taux de mutation (création de souches mutatrices en inactivant certain
gène lié à la réparation des erreurs par exemple), le taux de recombinaison génétique
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Homo sapiens Escherichia coli
temps pour 10 000 générations environ 200 000 ans 1-2 ans
espace nécessaire pour 6 milliards
d'individus
la Terre 200 mL
information sur les ancêtres fossiles conservés vivants (-80C)
Tableau 1.1  Avantages des microorganismes pour les expériences d'évolu-
tion : comparaison entre l'Homme et la bactérie Escherichia coli
(nul dans le cas d'une reproduction asexuée, plus ou moins important selon la fréquence
de la reproduction sexuée vs asexuée ou l'eﬃcacité de la machinerie de recombinaison
homologue). Cependant certaines critiques ont été émises sur l'application des résultats
de ces expériences à l'environnement naturel car les conditions de laboratoire peuvent
être considérées comme non naturelles et trop simpliﬁées par rapport aux conditions
environnementales naturelles. Ces critiques sont justiﬁées mais étudier des systèmes
simples permet de mieux comprendre les composantes élémentaires de l'évolution en
plus de tester les diﬀérentes théories [15, 131]. Les expériences peuvent être complexi-
ﬁées pour donner une image plus écologique, mais paradoxalement, en augmentant les
paramètres, il est plus diﬃcile d'en tirer des principes généraux applicables à d'autres
conditions et la reproductibilité des expériences est moins évidente.
1.2.2 Principe
Une population ancestrale (en générale, issue d'un seul clone) est mise en culture
dans un environnement donné avec souvent comme pression de sélection un nutriment
limitant ou des conditions environnementales très défavorables. Deux méthodes de
culture peuvent être utilisées pour propager les microorganismes : la dilution en série
ou la technique de culture en continu. Dans le cas de la dilution en série, la population
est ensemencée dans du milieu de culture liquide. La population va croître jusqu'à ce
que le milieu s'épuise (plus assez de substrat limitant). Une fraction de la population
est ensuite diluée dans du milieu frais pour permettre à la population de croître à
nouveau. Cette dilution est répétée périodiquement, d'où le nom de dilution en série.
L'expérience modèle d'évolution par dilution en série est celle menée par R. Lenski
depuis 1988 et qui est toujours en cours ( > 55 000 générations en juillet 2012) ( [83],
myxo.css.msu.edu/ecoli/). Il a mis en culture en parallèle 12 populations d'E. coli
dans du milieu minimum limité en glucose. Chaque jour, 1 % de la population est
transféré dans du milieu frais permettant ainsi aux bactéries de croître sur environ
6,6 générations avant d'entrer en phase stationnaire jusqu'à la prochaine dilution qui
relancera la croissance et ainsi de suite. La taille de la population eﬃcace est de l'ordre
de 107.
Dans le cas des techniques de culture en continu de type chemostat (voir section
4.1), le milieu de culture est renouvelé grâce à l'apport en continu de milieu frais et
le trop plein de milieu de culture est éliminé aﬁn de maintenir un volume de culture
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constant. Contrairement à la dilution en série où les bactéries passent par toutes les
phases de croissance (phase de latence, croissance exponentielle, phase stationnaire),
dans un chemostat les bactéries sont maintenues dans un état de croissance donné.
Pour une revue d'expériences en chemostat : voir la revue de Ferenci [43].
Les ancêtres et leurs descendants peuvent être comparés à la fois au niveau de leur
phénotype et au niveau de leur génotype. Pour les comparaisons phénotypiques, on
utilise souvent des expériences de compétition aﬁn de mesurer la ﬁtness relative des
descendants par rapport à l'ancêtre ou d'un descendant par rapport à un autre (voir
1.1.2.1 ). Les deux clones à comparer sont d'abord cultivés indépendamment dans les
mêmes conditions que l'expérience d'évolution. Avant de les diluer dans du milieu frais
pour relancer la croissance, les deux population sont mélangées (généralement avec un
ratio 1 pour 1). Le ratio initial des deux populations est estimé en étalant sur milieu
solide juste après dilution et le ratio ﬁnal après un cycle de dilution en série. Pour
pouvoir distinguer les deux sous populations, une des deux doit posséder un marqueur
génétique qui est sélectivement neutre (par exemple dans l'expérience de Lenski, une des
souches est modiﬁée génétiquement pour former des colonies rouges). Le changement
du ratio des deux sous populations permet d'estimer la ﬁtness relative. Dans le cas où
une des deux sous population (ou les deux) décroît au cours de la compétition comme
ce peut être le cas en chemostat, la ﬁtness relative n'a pas de sens et il faut plutôt
utiliser le taux de sélection r qui correspond à la diﬀérence des ﬁtness des deux sous
populations.
Les comparaisons phénotypiques peuvent aussi être très ciblées si on recherche un
phénotype particulier (capacité de métaboliser un sucre,...).
Les comparaisons génotypiques sont de plus en plus utilisées dans les expériences
d'évolution. Auparavant les séquençages de génome entier étaient relativement coûteux
et les analyses génétiques étaient souvent ciblées d'après le phénotype que l'on vou-
lait améliorer. Par exemple si on ciblait une adaptation à l'utilisation d'un substrat,
l'analyse était souvent limitée à la recherche de mutations dans cette voie métabolique.
Même si cette approche permettait d'identiﬁer des mutations, ces dernières n'expli-
quaient souvent pas entièrement les changements de ﬁtness car des mutations non
détectées par cette méthode étaient présentes ailleurs dans le génome. Par la suite les
séquençages de génome entier se sont généralisés. Avec la baisse des coûts de séquen-
çage et l'amélioration des outils bioinformatiques, les séquençages de génome entier
sont devenus la norme et ne se font plus uniquement sur des clones mais aussi sur des
populations [5, 8, 9, 36,56,130].
1.2.3 Principales informations apportées par les expériences
d'évolution
Les expériences d'évolution ont apporté une multitude d'informations sur le fonc-
tionnement de l'évolution en permettant de tester directement diﬀérentes théories
[15,41]. Ici je me focaliserais sur certains aspects clés.
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1.2.3.1 Estimation du taux de mutation et distribution des eﬀets des mu-
tations bénéﬁques
Plusieurs stratégies ont été adoptées pour déterminer le taux de mutation dans les
populations de bactéries. Une première stratégie (test de ﬂuctuation) est d'ensemencer
un petit nombre de bactéries sans mutant (environ 500 dans [66]) dans du milieu riche
et de laisser croître sur environ 20 à 30 génération (taille de la population ﬁnale est de
2, 8.108 dans [66]). Les cultures sont ensuite étalées sur un milieu solide sélectif (par
exemple avec de l'acide nalidixique [9,66] ) où seul des mutants ayant acquis une résis-
tance à l'agent sélectif peuvent pousser. D'autres variantes de cette méthode sont aussi
utilisées pour déterminer le taux de mutation [38] ainsi que les expériences d'accumu-
lation de mutation par dérive (voir principe de ces expérience plus bas) [37,71,86,141].
Avec l'essor des séquençages de génome, le taux de mutation peut aussi être déterminé
à partir du nombre de mutations synonymes présent chez des clones issus d'expériences
d'évolution [9,136]. Cependant les mutations synonymes ne sont pas forcément neutres
à cause du biais d'usage des codons [39]. Le taux de mutation peut aussi être inféré
avec des méthodes de génomiques comparatives [101]. Chez Escherichia coli, le taux
de mutation ponctuelle par base et par génération est estimé entre 1, 5− 4, 5.10−11 et
5, 4.10−10 [38, 101, 136] et les variations entre ces estimations sont probablement dues
aux diﬀérentes hypothèses faites dans chaque méthode de détermination. Cependant
au cours d'expérience d'évolution, le taux de mutation peut devenir 10 à 100 fois plus
élevé au cours de l'adaptation car des mutateurs (mutés dans des gènes de réparation)
peuvent apparaître et se maintenir [5, 9, 108].
Comme l'adaptation dépend de l'apparition de mutations bénéﬁques, le taux de
mutation bénéﬁque et la distribution des eﬀets des mutations bénéﬁques sont des para-
mètres clés. Au cours d'une évolution, ce taux n'est pas constant, les mutations d'eﬀet
important sont généralement rares et ﬁxées en premier. Les premières estimations du
taux de mutation bénéﬁque à partir d'expérience d'évolution de bactéries (Escherichia
coli et Pseudomonas ﬂuorescens ) sont autours de 10−8 et 10−9 par génome et par gé-
nération [48, 62, 66, 126]. Plus récemment, ce taux de mutation bénéﬁque a été estimé
expérimentalement à 2.10−5 par génome et par génération [116] soit un taux plus de
mille fois plus élevé que les estimations précédentes. Pourquoi tant de diﬀérences entre
ces estimations ? Une première raison peut être la spéciﬁcité de chaque expérience. Un
autre paramètre peut être la taille de la population. Dans les premières estimations,
la taille de la population est grande (>107) alors que dans cette dernière expérience,
la taille de population a été choisie plus petite (104) aﬁn de minimiser l'interférence
clonale qui purge une grande partie des mutations bénéﬁques à faibles eﬀets (l'eﬀet
de l'interférence clonale a été montré dans [116] en prenant une taille de population
de 107 pour laquelle on retrouve un taux de 2.10−8). Cependant les eﬀets de la dérive
et de l'interférence clonale avaient été pris en compte dans les estimations de [48, 126]
mais leur modèle avait des hypothèses trop restrictives sur la gamme de valeurs de ce
taux de mutation bénéﬁque. En reprenant leur données avec un nouveau modèle moins
restrictif [127], le taux de mutation bénéﬁque est estimé à 5, 7.10−5, valeur en accord
Apports des expériences d'évolution avec des microorganismes 25
avec [116]. Ces dernières estimations du taux de mutation bénéﬁque [116, 127] corres-
pond à environ 1 à 6% du taux de mutation global estimé expérimentalement ( 2, 5.10−3
par génome et par génération [38] et 4.10−4 par génome et par génération [136]). Ainsi
les mutations bénéﬁques pourraient représenter jusqu'à environ 10% des mutations et
ﬁnalement le taux de mutation ne serait pas aussi bas que prédits précédemment pou-
vant ainsi changer la vision de l'adaptation par un régime de sélection avec de un faible
taux de mutation bénéﬁque. La distribution des eﬀets des mutations bénéﬁques semble
sur quelques cas ressembler à une distribution exponentielle avec un excès de mutations
à faibles eﬀets [48, 62,66,116,126] comme prédit [44,104].
1.2.3.2 Comparaison des eﬀets de la dérive et de la sélection
Pour tester les eﬀets de la dérive, une façon de faire est de soumettre la population
à des séries de goulots d'étranglement extrêmes. Un clone est ensemencé dans du milieu
liquide et au lieu de diluer une fraction de la population dans du milieu, la popula-
tion est étalée sur milieu solide aﬁn de sélectionner un clone qui va être ensemencé
dans du milieu pour relancer la croissance et on repète ces actions autant de fois que
souhaité. Le choix d'un clone à chaque cycle au lieu d'un fraction de la population
permet d'éliminer la diversité à chaque cycle et comme ce choix est aléatoire, la dérive
et les mutations aléatoires sont les principales forces gouvernant ce type d'évolution.
Ce type d'expérience a été mené avec des virus [17,32], des bactéries [71,86] ainsi que
des levures [37,141]. Dans toutes ces études, la ﬁtness décroît à cause de la ﬁxation de
mutations délétères. En comparant les diﬀérentes répliques d'une expérience, le nombre
de mutations ﬁxées tend à augmenter avec le nombre de cycle de goulots d'étrangle-
ments mais la variance entre les diﬀérentes lignées tend elle aussi à augmenter avec le
nombre de cycle car par chance certaines lignées ﬁxent plus ou moins de mutations. Ce
type d'expérience mettent aussi en évidence le Cliquet de Muller (voir chapitre 2).
Dans les populations de grandes tailles (> 106), la sélection est la force prédomi-
nante. En général, la ﬁtness moyenne de la population augmente rapidement au début
puis ralenti brutalement et continue à augmenter à un taux nettement plus faible. Ainsi
dans l'expérience d'évolution de Lenski, l'augmentation en ﬁtness dans les 5000 pre-
mières générations est environ dix fois plus grande qu'entre 15 000 et 20 000 générations.
L'augmentation rapide de la ﬁtness au début est généralement due à l'accumulation
de mutations bénéﬁques à large eﬀet à cause de l'interférence clonale qui est forte.
Lorsque le nombre de mutations bénéﬁques disponibles ainsi que leurs eﬀets moyens
diminuent, des mutations à plus faibles eﬀets, qui mettent plus de temps à se répandre,
peuvent se ﬁxer grâce à la diminution de l'interférence clonale et on observe ainsi une
augmentation moins rapide de la ﬁtness. La diminution de la vitesse d'adaptation peut
aussi être liée à la présence d'épistasie négative entre les mutations bénéﬁques [22,70].
Bien qu'on retrouve souvent des évolutions similaires entre les répliques d'une même
expérience d'évolution [9, 25, 27, 28, 56, 105, 130, 132], on observe aussi des évolutions
diﬀérentes. Ces divergences peuvent parfois être expliquées par la présence de dérive.
En eﬀet bien que la taille des populations dans les expériences d'évolution soit géné-
ralement grande et que par conséquent on est dans un régime de sélection forte et de
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dérive faible, certaines mutations bénéﬁques rares peuvent par chance se ﬁxer modiﬁant
ainsi la trajectoire de l'évolution et les phénomènes d'épistasie peuvent renforcer cette
divergence. Les mutations rares ou à faible eﬀet sont les plus soumises à ces eﬀets de
dérive bien qu'on peut imaginer que si on a deux mutations de même eﬀet (qu'il soit
large ou faible), une des deux mutations peut par chance se ﬁxer avant l'autre.
1.2.3.3 Diversité
Les expériences d'évolution se sont aussi intéressées à la création et au maintien de
la diversité dans les populations ainsi qu'aux interactions entre les sous populations.
Même dans les environnements les plus simples (milieu homogène avec une seule source
de chaque nutriment), de la diversité apparaît et se maintient. Par exemple, une sous
population spécialisée dans l'utilisation de déchets métaboliques peut se maintenir
dans un chemostat : des évolutions répétées d' Escherichia coli en chemostat limité en
glucose [132] montrent la coexistence d'une sous population majoritaire utilisant plus
eﬃcacement le glucose et d'une sous population minoritaire capable d'utiliser comme
source secondaire l'acétate produit par la sous population majoritaire [132]. Cette sous
population utilisant l'acétate a une ﬁtness plus élevée quand elle est minoritaire car
elle dépend de la quantité d'acétate produit par la sous population la plus eﬃcace
dans l'utilisation du glucose. D'autres expériences en milieu simple ont aussi montré
d'autres types de maintien de sous population qui sont aussi dépendant de la fréquence
des deux sous populations [80]. Des expériences d'évolution ont aussi montré que le
degré de diversité augmente avec la complexiﬁcation du milieu que ce soit au niveau
de l'hétérogénéité spatiale [123] ou du type de ressources.
1.2.3.4 Interaction entre espèces
La dynamique des interactions entre espèces a aussi été étudiée à l'aide d'expérience
de coévolution de phage avec leur hôte bactérien [108,113]. Ces expériences ont montré
que lorsque la bactérie Pseudomonas ﬂuorescens évolue avec son bactériophage, son
taux de mutation est 10 à 100 fois plus élevé que lorsqu'elle évolue séparement [108]. Il
y ainsi une sélection pour l'évolvabilité avec l'apparition de mutateurs qui sont mutés
dans des gènes de réparation et qui peuvent ainsi avoir un taux de mutations plus
élevé permettant une réponse plus rapide. De même le bactériophage évolue plus ra-
pidement lorsqu'il coévolue avec son hôte que lorsqu'il est mis en présence d'un hote
ayant toujours le même génotype [113].
1.2.3.5 Concept de macroévolution
Enﬁn certaines expériences d'évolution [11, 40] ont mis en avant des concepts de
macroévolution comme la contingence et les équilibres ponctués [51,52]. La théorie de
la contingence historique postule que plusieurs chemins évolutifs sont possibles mais
qu'ils dépendent des évènements passés qui ont eu lieu. Ainsi dans l'expérience de
Lenski [11], une population a acquis une mutation lui permettant de métaboliser le
citrate mais seulement après 30 000 générations. L'apparition de cette mutation est
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contingente à l'histoire de cette population car sa probabilité d'apparition est plus
élevée dans les clones tardifs (après 20 000 générations).
La théorie des équilibres ponctués postule que l'évolution comprend de longues
périodes d'équilibre, ou quasi-équilibre, ponctuées de brèves périodes de changements
importants. Dans l'expérience de Lenski, le début de l'évolution (les 3000 premières
générations) est ponctué par la sélection de rares mutations bénéﬁques qui envahissent
successivement la population [40].
1.2.4 Perspectives
Avec la baisse des coûts de séquençage de génomes, la plupart des expériences d'évo-
lution séquencent des génomes de clones de la ﬁn (voir des clones intermédiaires) mais
peu de populations ont été séquencées. Cependant le développement des séquençage
de population [8] à diﬀérents temps de l'évolution permettraient de mieux étudier la
diversité et la dynamique des sous populations au cours de l'évolution.
Enﬁn la biologie des systèmes permet potentiellement une approche plus intégrative
et complémentaire dans l'étude des expériences d'évolution aﬁn de mieux comprendre
l'impact des mutations sur les réseaux de régulations.
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Chapitre 2
Apport évolutif du sexe et des
transferts horizontaux
Il existe une multitude de stratégies reproductives qui sont classées en deux grandes
catégories : reproduction sexuée et reproduction asexuée.
La reproduction sexuée donne des descendants issus de la fusion des génomes de
deux gamètes produits par méiose (pour plus de détails voir section 1.1.1.2). Lors de la
méiose, le brassage intrachromosomique permet de recombiner les allèles présents sur
les deux exemplaires de chaque chromosome alors que le brassage interchromosomique
permet à chaque gamète d'avoir une combinaison aléatoire d'exemplaire de chaque
chromosome recombiné ou non. Enﬁn lors de la fécondation (fusion de deux gamètes),
il y a combinaison aléatoire des allèles provenant des deux parents.
La reproduction asexuée comporte diﬀérents modes de reproductions. Les bactéries
se reproduisent par mitose pour donner des descendants qui sont des clones (reproduc-
tion clonale) et bien que les transferts horizontaux permettent occasionnellement des
recombinaisons entre allèles, ils ne constituent pas un mode de reproduction sexué au
sens strict (voir section 1.1.1.2). Chez les organismes pluricellulaires, la reproduction
asexuée peut être clonale ou non clonale. La reproduction est non clonale si les descen-
dants sont issus d'un gamète non fécondé produit par méiose car le brassage génétique
pendant la méiose permet de donner des descendants génétiquement diﬀérents. Cepen-
dant comme il n'y a pas de fusion de gamètes (fécondation), il ne s'agit pas d'une
reproduction sexuée.
La reproduction sexuée est très répandue chez les organismes pluricellulaires (seule-
ment 0,1% des animaux et 1% des plantes sont asexués [106]) bien que le sexe ait un
certain coût : coût de la méiose, de la recombinaison, de la production des mâles, de la
recherche d'un partenaire ... [82, 93, 107]. Il a été argumenté par Maynard-Smith [93]
que la production des mâles conduit à un facteur deux en coût du sexe (voir ﬁgure 2.1).
Le coût de cette production des mâles (voir ﬁgure 2.1) suppose que les femelles
30 Apport évolutif du sexe et des transferts horizontaux
Figure 2.1  Facteur 2 et coût du sexe. Si on prend l'exemple d'une espèce avec deux
femelles, une se reproduisant de manière asexuée (b) et une se reproduisant de manière
sexuée avec un mâle (a). Chaque femelle a deux descendants : deux femelles pour la
reproduction asexuée, un mâle (M) et une femelle (F) pour la reproduction sexuée. A la
génération suivante, dans le cas de la reproduction asexuée, les deux femelles pourront
donner chacune deux ﬁlles alors que dans le cas de la reproduction sexuée, le mâle et la
femelle se reproduiront ensemble pour donner deux descendants. On voit donc que dans
le cas de la reproduction asexuée, le nombre de descendants double à chaque génération
alors que dans le cas de la reproduction sexuée, il reste constant. Pour que le sexe se
maintienne face à l'invasion des individus à reproduction clonale, il faut que l'avantage
du sexe soit au moins deux fois plus grand que le coût de production des mâles.
investissent plus dans la production des descendants (gamète femelle plus gros qui
fournit les réserves énergétiques, mâles ne s'occupant pas de la progéniture). Enﬁn
dans le cas des eucaryotes unicellulaires où les gamètes sont de même taille (isogamie),
les deux partenaires investissent équitablement dans la production de la descendance
et le facteur 2 associé dans le coût de production des mâles est moindre (c'est pourquoi
les types sexuels ne sont pas appelés mâle et femelle).
La méiose est plus coûteuse que la mitose et nécessite souvent plus de temps : par
exemple la levure Saccharomyces cerevisiae se divise asexuellement par mitose en 90
min environ alors que l'induction de la méiose peut durer jusqu'à plusieurs jours. La
méiose est plus longue car deux divisions sont nécessaires au lieu d'une pour la mitose
et des contrôles cellulaires s'assurent du bon appariement des chromosomes pour la
recombinaison homologue et la bonne ségrégation des chromosomes. La recherche d'un
gamète ou d'un partenaire de sexe opposé est aussi coûteuse en temps et en énergie et
un individu sexué prend en plus le risque de se reproduire avec un individu porteur de
mutations délétères. La reproduction sexuée peut ainsi produire des descendants ayant
une ﬁtness plus faible car la recombinaison peut défaire les combinaisons d'allèles bé-
néﬁques et la fécondation peut avoir lieu entre des gamètes porteurs de combinaisons
d'allèles plus ou moins bénéﬁques.
Il existe des espèces possédant à la fois une reproduction sexuée et asexuée, ce
qui suggère que chaque mode à ses avantages mais à diﬀérents temps. Quels sont les
bénéﬁces du sexe qui expliqueraient que le sexe se soit maintenu au cours de l'évolution ?
Les bénéﬁces peuvent être directs (avantage pour l'individu) ou indirect (avantage
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pour la population avec le danger d'arguments de sélection de groupe). Les bénéﬁces
directs donnent un avantage immédiat à la descendance (avantage soumis directement
à la sélection naturelle). Ces avantages directs de la reproduction sexuée sont souvent
spéciﬁques à l'espèce : par exemple soin apportés par les deux parents à la progéniture,
oeuf qui est une forme de survie aux conditions environnementales défavorables ... Les
bénéﬁces indirects, qui sont souvent cités pour le sexe, sont liés aux brassages génétiques
qui conduisent à une augmentation de la diversité au sein de la population. Plusieurs
théories ont été avancées pour expliquer l'avantage du sexe. La plupart avance des
avantages indirects. Les trois principales sont la théorie de Fisher-Müller énoncée en
1930 par R.A Fisher [44] et reprise en 1932 par Müller [99], la théorie du cliquet de
Müller [99,100] et la théorie de la Reine Rouge [133].
2.1 Théorie de Fisher-Müller
R.A Fisher en 1930 [44] a avancé l'hypothèse que l'avantage du sexe est de per-
mettre de combiner chez un seul individu des mutations apparues indépendamment
chez diﬀérents individus de la population et de permettre ainsi une réponse plus rapide
à la sélection naturelle. En eﬀet dans une population à reproduction sexuée, il y a à
chaque génération des brassages de génomes entre les individus de la population, si bien
qu'à chaque génération un individu peut cumuler des mutations bénéﬁques provenant
de ses deux parents, ce qui permet de construire plus rapidement le génotype le mieux
adapté. Müller a repris cette idée en développant un modèle basé sur la compétition
entre mutations Dans une lignée clonale, les mutations apparaissent les unes à la suite
des autres. Si deux mutations bénéﬁques apparaissent chez deux individus diﬀérents
de la population, elles vont entrer en compétition pour la ﬁxation et dans le cas d'un
régime de sélection forte/faible nombre de mutations, la mutation la plus bénéﬁque
sera sélectionnée tandis que l'autre mutation disparaîtra. Ce phénomène de compéti-
tion entre les mutations présentes chez diﬀérents individus de la population est appelé
interférence clonale [99].
L'avantage du sexe avec cette théorie est très dépendant de la taille de la population,
du taux de mutation bénéﬁque et de l'avantage de ces mutations. En eﬀet l'interférence
clonale et l'eﬀet du sexe dépendent du nombre de mutations apparaissant à chaque
génération et de leur avantage sélectif. Si le nombre de mutations apparaissant est
faible (taux de mutation faible ou taille de population faible) ou que les mutations ont
un fort avantage sélectif, peu de mutations seront en compétition et/ou elles se ﬁxeront
rapidement 1. Dans ce cas, on s'attend à ce que le sexe ait peu d'eﬀet sur l'évolution
car la diversité est faible. De la même manière, si la taille de la population ou le taux
de mutation sont très grands, plusieurs mutations bénéﬁques peuvent apparaître chez
un même individu diminuant ainsi l'interférence clonale et l'eﬀet bénéﬁque du sexe.
L'avantage du sexe avancé par cette théorie est donc présent dans un régime inter-
médiaire aux deux évoqués précédemment. Cependant cette théorie ne prend en compte
1. le temps de ﬁxation d'une mutation par sélection est proportionnel à 1/s et le temps de ﬁxation
par dérive est proportionnel à la taille de la population N
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que l'interférence clonale entre les mutations bénéﬁques et ne considère pas les phéno-
mènes d'épistasie entre les mutations. L'eﬀet de la présence de mutations délétères sur
la ﬁxation des mutations et le coût de la dissociation des combinaisons bénéﬁques par
le sexe ne sont pas considérés dans cette théorie.
2.2 Cliquet de Müller
Le Cliquet de Müller est une théorie qui prend en compte l'eﬀet des mutations
délétères alors que la théorie de Fisher-Müller dépend uniquement de l'apparition de
mutations bénéﬁques. Comme les mutations délétères sont beaucoup plus nombreuses
que les mutations bénéﬁques [42], cette théorie avance que des mutations délétères ﬁ-
nissent inexorablement par apparaître chez les individus les mieux adaptés. Comme
chez les populations asexuées, les descendants ont au moins le même nombre de muta-
tions que leur parents (la probabilité d'une réversion est quasiment nulle), les individus
ne peuvent qu'accumuler des mutations. Dans les populations sexuées, les mutations
délétères peuvent être éliminées par recombinaison avec des individus non porteur de
ces mutations et le sexe permet ainsi de reconstituer les meilleurs génotypes. Cepen-
dant cette théorie est très dépendante du taux de mutation délétère, de la taille de
la population et des eﬀets des mutations. si dessus Si le taux de mutations est élevé
(en particulier celui des mutations légèrement délétères), une mutation bénéﬁque peut
apparaître chez un individu porteur d'une mutation légèrement délétère. Si l'avantage
global des deux mutations est suﬃsant, la mutation délétère peut ainsi se ﬁxer avec une
mutation bénéﬁque (on parle d'"auto-stop" ou "hitch-hiking"). Dans ce cas de ﬁgure,
l'avantage du sexe peut être grand et permet de purger les mutations délétères.
Quand la taille de la population est très grande ou que le taux de mutation est
faible, le régime de sélection prédomine sur la dérive et la probabilité de ﬁxation d'une
mutation délétère est négligeable. Dans ce cas, le sexe a peu d'impact sur l'élimination
des mutations délétères.
Le cliquet de Müller dépend aussi du coeﬃcient de sélection s des mutations et
des interactions épistatiques entre les mutations. Plus le désavantage d'une mutation
délétère est grand, plus vite elle sera éliminée par sélection et sa probabilité de ﬁxation
sera d'autant plus faible. De même s'il y a de l'épistasie synergique entre les mutations
délétères, le désavantage augmente et la probabilité d'accumuler des mutations délétères
devient plus faible.
En conclusion cette théorie s'applique surtout pour des populations de petite taille
où la dérive prédomine et présuppose que le taux de mutation délétère soit suﬃsamment
élevé pour que des mutations délétères puissent se ﬁxer par dérive ou ne pas être contre-
sélectionnées.
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2.3 Théorie de la Reine Rouge
La théorie de la Reine Rouge 2 , proposée par Van Valen en 1973 [133] et reprise
par Bell en 1982 [10], rejoint en partie la théorie de Fisher-Müller car toutes les deux
avancent que le sexe permet de combiner rapidement des mutations bénéﬁques et de
s'adapter ainsi plus rapidement. Cependant l'hypothèse de la Reine rouge intègre les
facteurs environnementaux et les interactions entre espèces (les co-évolutions).
L'exemple classique pour illustrer la théorie de la Reine Rouge est l'exemple de
la co-évolution entre hôtes et parasites. Le sexe permet de recombiner les allèles et
les parents peuvent donner naissance à des génotypes rares que le parasite n'est pas
capable d'infecter. Le génotype rare échappant au parasite va être avantagé et va se
répandre dans la population. Le parasite n'étant plus adapté à son hôte, il va lui aussi
être sélectionné pour s'adapter à son hôte et on va donc avoir ainsi une course poursuite
sans ﬁn entre le parasite et l'hôte aﬁn que chacun puisse s'adapter au changement de
l'autre. Le sexe apparaît donc comme un moyen de maintenir une certaine ﬁtness.
2.4 Autres théories
2.4.1 Hypothèse mutationnelle déterministique
Cette hypothèse formulée initialement par Kondrashov en 1984 [75, 76] reprend la
théorie du cliquet de Müller en ajoutant l'hypothèse d'un eﬀet synergique entre les
mutations délétères. Le sexe permettrait de créer des individus porteurs d'un nombre
diﬀérent de mutations délétères. Comme il existerait des interactions synergiques entre
les mutations, les individus porteurs d'un plus grand nombre de mutations délétères
disparaîtraient en éliminant avec eux plusieurs mutations délétères, réduisant ainsi le
nombre de mutations délétères dans la population. Cependant cette hypothèse repose
sur des conditions très restrictives et pas forcément réalistes : en plus de supposer que
toutes les mutations délétères agissent de façon synergique, le taux de mutation délétère
par génome et par génération doit être supérieur à 1, ce qui semble très supérieur aux
taux de mutations observés (de l'ordre de 10−3 par génome et par génération).
2.4.2 "Rubby in the rubbish"
Cette théorie, proposée par Peck en 1994 [115], reprend la théorie de Fisher-Müller
et du Cliquet de Müller pour prendre en compte à la fois les mutations bénéﬁques et
les mutations délétères. Cette théorie suppose comme dans le Cliquet de Müller que
le nombre de mutations délétères dans les populations asexuées est élevé mais ajoute
que les individus ayant une ﬁtness plus faible que la moyenne sont génétiquement
condamnés à mourir. Cependant si une mutation bénéﬁque arrive chez ces individus et
que son avantage est suﬃsant pour dépasser le coût des mutations délétères alors cette
2. la Reine Rouge fait référence au roman de Lewis Carroll (A travers le miroir ) et plus particu-
lièrement au moment où Alice, qui est au pays des merveilles, doit, sur les conseils de la Reine Rouge,
courir sans cesse aﬁn de rester à la même place.
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mutation bénéﬁque peut se ﬁxer entrainant la ﬁxation des mutations délétères présentes
chez cet individu asexué. Dans une population sexuée, quelque soit le fond génétique
dans lequel est apparue la mutation bénéﬁque, elle peut se ﬁxer indépendamment des
autres mutations évitant ainsi la ﬁxation de mutations délétères par "auto-stop".
2.4.3 "Tangled bank"
Cette théorie repose sur un avantage du sexe dans un environnement spatialement
hétérogène [74]. Le sexe permettrait de créer une plus grande diversité parmi les descen-
dants et laisseraient ainsi plus de chance pour ses descendants d'explorer de nouvelles
"niches" écologiques, diminuant ainsi la compétition entre les descendants.
2.4.4 Modèle de la loterie
Ce modèle [92,137] propose de comparer à la loterie l'adaptation à un environnement
instable. Les individus asexués produisent des clones identiques et sont comparés à des
acheteurs de plusieurs billets de loterie identiques. Les individus sexués peuvent donner
des descendants ayant des génotypes diﬀérents et sont donc comparés à des acheteurs de
plusieurs billets diﬀérents. Ainsi les individus sexués ont plus de chance de produire un
descendant ayant la combinaison gagnante pour le nouvel environnement. Cependant
dans ce modèle, le sexe est avantageux s'il existe une certaine hétérogénéité spatiale.
2.5 Test expérimental de l'apport évolutif du sexe et
des transferts horizontaux
Les diﬀérentes théories présentées précédemment avancent des idées intéressantes
mais les conditions d'applications de ces modèles sont souvent restrictives et des don-
nées expérimentales sont nécessaires pour comprendre comment ces modèles inter-
agissent et s'appliquent à l'évolution du sexe et par extrapolation aux transferts hori-
zontaux entre individus de même espèce.
2.5.1 Expériences In vitro
Une des composantes du sexe est le brassage intrachromosomique qui, lors de la
méiose, permet de recombiner les mutations présentes sur les chromosomes d'une même
paire. L'étude in vitro de Stemmer [128] a permis de montrer que la recombinaison entre
des variants de séquences d'ADN ("DNA shuing") permet d'accélérer l'évolution in
vitro de protéines. Dans cette expérience, le gène codant pour la protéine est ampliﬁé
par PCR avec une ADN polymérase commettant des erreurs aléatoires dans la séquence
d'ADN. Les protéines exprimées à partir de ces gènes mutés sont sélectionnées aﬁn de
ne retenir que les gènes qui ont des mutations bénéﬁques et un nouveau cycle d'ampliﬁ-
cation avec erreur est réalisé et ainsi de suite. Pour tester l'eﬀet de la recombinaison sur
ces cycles de mutagenèse aléatoires/sélection, une étape de recombinaison est rajoutée
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après l'étape de mutagenèse : les diﬀérentes copies mutées du gènes sont fragmentées
et les diﬀérents fragments sont réassemblés par une pseudo-PCR qui par recombinai-
son homologue permet de reconstituer la séquence entière. Les mutations présentes sur
diﬀérentes copies du gène peuvent ainsi à chaque cycle se combiner.
A l'échelle de la séquence d'ADN, cette évolution est la combinaison de mutations à
laquelle il aurait été virtuellement impossible d'arriver, par cumuls successifs (unique-
ment sériel) de mutations sur une même séquence, à cause de la taille de la "librairie"
de séquences qui serait nécessaire. En d'autre terme le "DNA shuing" in-vitro permet
par des mécanismes non pas d'accumulation sérielle (clonale) mais d'échanges (paral-
lélisés) de fragments entre classes, d'obtenir une "accélération d'évolution".
Cette technique du "DNA-shuing" est utilisée dans le domaine des biotechnolo-
gies et de l'évolution in-vitro pour produire des variants d'intérêt (par exemple une
protéine particulière) [12, 98, 128] et a permis d'améliorer considérablement la vitesse
avec laquelle on arrive à obtenir des variants intéressants.
2.5.2 Expérience d'évolution avec des microorganismes
Diﬀérentes expériences d'évolution avec des microorganismes ont aussi cherché à
tester l'apport évolutif du sexe ou des transferts horizontaux intraspéciﬁques. Cet ap-
port a pu être testé chez diﬀérents microorganismes (virus/bactériophages, bactéries,
levures, algues unicellulaires...).
2.5.2.1 Virus
Chez les virus et les bactériophages, lorsqu'il y a de multiples infections, il peut
y avoir recombinaison entre les génomes des virus/bactériophages qui coinfectent [18].
Plusieurs expériences ont montré que les multiples infections accélèrent les gains en
ﬁtness et semblent aller dans le sens de la théorie de Fisher-Müller [90] ou du cliquet
de Müller dans le cas où les virus utilisés avaient accumulés des mutations délétères
par des séries de goulots d'étranglement [17,19].
2.5.2.2 Bactéries
Quelques expériences d'évolution de bactéries ont testé l'apport du sexe et des
transferts horizontaux d'ADN sur l'évolution des bactéries soit en utilisant la conju-
gaison [26], la transformation naturelle [4, 6, 117] ou la fusion de protoplastes qui est
une technique permettant de brasser les génomes de certaines bactéries [29,114,142].
Dans une expérience avec des cycles de mutagenèse aléatoire suivie de sélection et de
fusion de protoplastes [142], les bactéries Streptomyces fradiae sont sélectionnées pour
augmenter la production d'un antibiotique et seulement deux cycles sont nécessaires
pour observer une nette augmentation alors que vingt cycles classiques de mutagenèse
aléatoire/sélection avaient été nécessaires pour obtenir le même résultat. Cependant à
cause des contraintes techniques, ce type d'évolution dirigée ne permet un brassage de
génomes ("genome shuing") qu'entre un petit nombre d'individus [29, 114,142].
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Dans le but de tester la théorie de Fisher-Müller, une expérience d'évolution de bac-
téries avec ou sans conjugaison a été réalisée avec des taux de mutations élevés ou bas.
Il a été montré que la souche pouvant recombiner par conjugaison (rec+) s'adaptait
plus rapidement que la souche ne pouvant pas recombiner (rec-) [26]. Cet avantage de
la souche pouvant recombiner est d'autant plus grand que le taux de mutation est élevé.
La dynamique de ﬁxation d'une mutation dans le gène spoT a aussi été suivie dans des
populations rec- et rec+ avec un taux de mutation élevé. Les mutations dans spoT se
ﬁxent plus rapidement dans les populations rec+ suggérant que l'interférence clonale
est plus élevée dans la population rec-. Comme l'adaptation est plus rapide quand le
taux de mutation est plus élevé, ces résultats semblent en accord avec les prédictions de
la théorie de Fisher-Müller car l'interférence clonale est plus élevée quand le nombre de
mutations en compétition augmentent rendant ainsi la recombinaison plus avantageuse.
Dans une expérience d'évolution avec Acinetobacter baylyi [117], une bactérie na-
turellement compétente pour la transformation, l'eﬀet de la recombinaison et de la
diversité sur l'évolution de la résistance à deux antibiotiques a été testé. Pour chaque
souches résistantes à un antibiotique (la rifampicine ou la gentamicine), une souche
déﬁciente pour la recombinaison (Rec-) est aussi créée en mutant le gène recA. L'évo-
lution des souches résistantes à la rifampicine ou à la gentamicine est réalisé dans un
milieu possédant alternativement de la rifampicine et de la gentamicine. L'évolution
est initiée soit à partir de monoculture d'une souche résistante à un antibiotique (pas
de diversité initiale) soit à partir d'une polyculture constituée d'une souche résistante
à la rifampicine et d'une souche résistante à la gentamicine (diversité initiale). Pour
les souches Rec-, l'obtention de double résistants est inhibé si on initie l'évolution avec
un mélange de souches résistantes à diﬀérent antibiotique mais pour les souches pou-
vant recombiner, la fréquence des doubles résistants augmente plus rapidement dans les
polycultures. Les transfert horizontaux d'ADN permettent donc une acquisition plus
rapide des résistances multiples aux antibiotiques lorsqu'il existe de la diversité dans le
type de résistance car l'interférence clonale entre les simples résistants est levée grâce
à la combinaison des résistances présentes chez les diﬀérentes sous populations.
La comparaison de l'évolution d'une souche compétente et non compétente pour la
transformation naturelle montre parfois que l'adaptation est plus rapide dans les lignées
compétentes [6, 117] mais parfois aucune diﬀérence n'est observée et une baisse de la
compétence peut se produire [4]. Une explication possible à la baisse de compétence est
que les bactéries sont transformées avec l'ADN qui proviendrait de bactéries mortes,
composées surtout de mutants avec de faibles ﬁtness (sous-représentation de mutations
bénéﬁques et sur-représentation de mutations délétères). Une autre explication possible
est le transfert irréversible d'allèles causant une perte de fonction de gènes nécessaires
pour la transformation. Cependant il est parfois diﬃcile de déterminer si les diﬀérences
observées sont réellement dues à des transferts horizontaux d'ADN par transformation
car la quantité d'ADN présent dans le milieu n'est pas connue [6].
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2.5.2.3 Eucaryotes unicellulaires
Les eucaryotes unicellulaires ont aussi été utilisés pour tester l'apport évolutif du
sexe car la plupart de ces organismes peuvent se reproduire asexuellement ou sexuelle-
ment. Les deux organismes modèles les plus utilisés sont l'algue unicellulaire Chlamy-
domonas reinhardtii et la levure Saccharomyces cerevisiae.
Chlamydomonas reinhardtii est une algue unicellulaire haploïde qui est ﬂagellée et
qui existe sous deux types sexuels mt(+) et mt(-). Lorsque le milieu est pauvre en
azote, deux gamètes haploïdes de types sexuels opposés fusionnent pour donner un
zygote diploïde qui est une forme de dormance et qui ne possède pas de ﬂagelle. Quand
le milieu redevient riche en azote et qu'il y a de la lumière (conditions nécessaire pour
faire de la photosynthèse), le zygote diploïde peut redonner par méiose quatre gamètes
haploïdes qui vont se reproduire asexuellement tant que les conditions sont favorables.
La possibilité de contrôler le mode de reproduction selon les conditions de cultures
rend cet organisme modèle pour l'étude de l'apport évolutif du sexe. L'eﬀet du nombre
de cycles de reproduction sexuée a été étudié dans des expériences d'évolution avec
Chlamydomonas reinhardtii [65] dans un environnement plus ou moins complexe (avec
une à trois sources de carbone). Les résultats ne sont pas très évidents à interpréter
car ils ne présentent pas une tendance bien nette. Les lignées avec des cycles de re-
production sexuée ont généralement une augmentation en ﬁtness plus rapide que les
lignées asexuées et particulièrement dans le milieu le plus complexe. L'eﬀet du sexe
sur l'adaptation augmente généralement avec le nombre de cycles de sexe et s'accom-
pagne d'une augmentation de la variance de la ﬁtness. Cependant bien que le sexe ait
généralement un avantage à long terme, le sexe produit généralement un coût à court
terme car après chaque cycle de sexe la ﬁtness diminue sur quelques génération avant
de réaugmenter.
Une autre expérience d'évolution avec cet organisme a été menée dans le but de
déterminer quel est l'eﬀet de la taille de la population sur le bénéﬁce apporté par le
sexe [24]. L'évolution est réalisée par dilution en série en faisant varier, entre les séries
d'expériences, la taille du goulot d'étranglement à chaque dilution. Dans la population
évoluant asexuellement, le taux d'adaptation augmente avec la taille de la population
mais reste plus faible que les lignées avec sexe comme le prédisait la théorie de Fisher-
Müller. Cependant la diﬀérence en ﬁtness entre les lignées sexuées et asexuées augmente
aussi avec la taille de la population alors que d'après le modèle d'interférence clonale,
lorsque les populations sont grandes, plusieurs mutations peuvent apparaître en même
temps dans une même lignée diminuant ainsi l'eﬀet du sexe. De plus la théorie du Cli-
quet de Müller prédit plutôt que l'eﬀet du sexe est plus grand sur les petites population
car elles sont plus soumises à l'eﬀet de la dérive qui peut mener à l'accumulation de
mutations délétères.
La levure Saccharomyces cerevisiae est un eucaryote unicellulaire possédant deux
types sexuels diﬀérent MATa et MATα. Les formes diploïdes sont MATa/MATα et se
reproduisent de manière asexuée quand le milieu contient suﬃsamment de nutriments.
Quand les conditions sont défavorables, la forme diploïde sporule pour donner par
méiose quatre spores haploïdes qui peuvent se reproduire de façon asexuée par mitose
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ou de façon sexuée grâce à la fusion de deux spores haploïdes de types sexuels diﬀérents.
Tout comme Chlamydomonas reinhardtii, la reproduction sexuée est induite par un ap-
pauvrissement du milieu. Ce genre d'induction conduit à des conditions expérimentales
diﬀérentes entre les évolutions sexuées et asexuées car l'évolution sexuée correspond en
réalité à un remplacement de quelques cycles de reproduction asexuée par des cycles
de reproduction sexuée induits par le passage dans un environnement pauvre. Pour
contrer ce problème, une délétion de deux gènes de recombinaison (SPO11 et SPO13 )
conduit la levure diploide à se reproduire uniquement par mitose (reproduction uni-
quement asexuée) car elle ne peut pas produire de spores haploides par méiose. Ainsi
lors du passage dans un milieu pauvre, la souche possédant les gènes SPO11 et SPO13
sporule et se reproduit de manière sexuée alors que la souche déﬁciente pour ces deux
gènes se reproduit de manière asexuée. L'eﬀet du sexe a été étudié en utilisant cette mé-
thode dans plusieurs expériences [49, 53]. Dans un milieu peu favorable, l'évolution de
la souche sexuée est plus rapide que la souche asexuée et s'accompagne aussi d'une plus
grande variance dans la ﬁtness comme vu précédemment avec Chlamydomonas rein-
hardtii [65]. L'eﬀet du taux de mutations a aussi été étudié avec ce système d'étude du
sexe [53]. Des souches mutatrices sexuées et asexuées ont été créées en délétant le gène
de réparation MSH2 aﬁn d'augmenter le taux de mutation. Dans des conditions de
cultures peu favorables, les souches mutatrices asexuées semble évoluer moins rapide-
ment que les souches asexuées non mutatrices alors qu'aucune diﬀérence n'est observée
entre les souches sexuées mutatrices et non mutatrices dans des conditions favorables.
Ces résultats laissent penser que le sexe permet d'éliminer plus eﬃcacement les mu-
tations délétères en dissociant celle-ci des mutations bénéﬁques comme le suggère la
théorie du Cliquet de Müller. Cependant ces résultats sont peu convaincants à cause
des ﬂuctuations importantes de la mesure de ﬁtness au sein de chaque condition.
2.5.3 But de la thèse
Dans beaucoup d'étude testant l'apport évolutif du sexe et des transferts horizon-
taux entre individus de même espèce, les comparaisons entre évolution avec ou sans
sexe (ou transfert) sont souvent uniquement phénotypiques (comparaison de ﬁtness)
et peu d'études ont regardé les diﬀérences d'adaptation au niveau génomique. De plus
les conditions expérimentales sont souvent diﬀérentes entre l'évolution avec ou sans
sexe car le choix entre reproduction sexuée et asexuée est déterminé par les conditions
environmentales.
Le but de ma thèse est de déterminer quel est l'impact des échanges d'ADN entre
bactéries sur l'évolution d'une population issue d'un ancêtre commun. Mon travail
de thèse s'est porté plus particulièrement sur les diﬀérences d'adaptation au niveau
génomique entre des populations évoluant avec ou sans échanges d'ADN dans des
conditions identiques aﬁn de voir l'impact du brassage génétique sur l'évolution.
Chapitre 3
Acinetobacter baylyi , une bactérie
naturellement compétente
Les bactéries se reproduisent de manière asexuée, c'est à dire qu'une bactérie se
divise pour donner deux clones identiques aux mutations près. Cependant il y a occa-
sionnellement des échanges d'ADN entre diﬀérents individus de même espèce ou non.
Ces échanges d'ADN entre individus sont appelés transferts horizontaux d'ADN par
opposition aux transferts verticaux qui se font par descendance. Ils permettent, comme
le sexe, de combiner des mutations apparues chez diﬀérents individus et constituent
ainsi un bénéﬁce évolutif. De nouveaux gènes (par exemple des gènes de résistance à des
antibiotiques) peuvent aussi être transférés horizontalement entre diﬀérentes bactéries
(diﬀérentes souches ou espèces).
Il existe 3 modes de transfert horizontal d'ADN [13] : la transduction qui se fait
par l'intermédiaire d'un bactériophage (virus de bactéries), la conjugaison qui permet
le transfert d'ADN entre une bactérie donneuse et une bactérie réceptrice grâce à la
formation d'un lien physique entre elles et enﬁn la transformation naturelle qui
permet à certaines bactéries de récupérer l'ADN présent dans son environnement et de
l'intégrer dans son génome par recombinaison homologue.
Les bactéries capables de transformation naturelles sont dites naturellement com-
pétentes car contrairement à la transformation induite artiﬁciellement en laboratoire,
on ne les rend pas compétentes à l'aide de diﬀérents traitements (électroporation, trai-
tement au CaCl2...). Cependant cette compétence naturelle dépend de l'état physiolo-
gique de la bactérie et elle est induite dans des conditions diﬀérentes selon les espèces.
Ainsi pour pouvoir déterminer si une bactérie est naturellement compétente, il faut
trouver les conditions dans lesquelles elle est transformable et ceci implique donc qu'on
minore le nombre d'espèces de bactéries naturellement compétentes. Cependant on es-
time qu'environ 1 % du nombre total d'espèces de bactéries connues sont compétents
et les 70 espèces répertoriées sont distribuées sur l'ensemble des phyla [64, 88]. Les
bactéries compétentes les plus étudiées sont Bacillus subtilis (gram+, non pathogène),
Streptococcus pneumoniae (gram+, pathogène), Acinetobacter baylyi (gram−, non pa-
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thogène),Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus inﬂuenzae et Helicobacter pylori (gram−,
pathogènes).
3.1 Machinerie de transformation naturelle chezAci-
netobacter baylyi
On peut distinguer plusieurs étapes dans la transformation naturelle : l'induction
de la compétence, la liaison de l'ADN exogène à la surface de la bactérie, son entrée
et sa prise en charge jusqu'au cytoplasme et enﬁn son intégration dans le génome par
recombinaison homologue.
Chez les bactéries gram−, la translocation de l'ADN du milieu extérieur vers le cyto-
plasme nécessite de traverser la membrane externe puis le peptidoglycane et périplasme
et enﬁn la membrane interne. Les machineries de translocation de l'ADN identiﬁés chez
les bactéries compétentes font souvent intervenir des protéines similaires à celles retrou-
vées dans les pseudopili de sécrétion de type II et les pili de type IV [2,20]. Ces derniers
interviennent dans les interactions cellulaires, la formation de bioﬁlm et la "twitching
motility", une forme de locomotion des bactéries qui se fait grâce à l'extension et la
rétractation des pili. Par similarité avec ces 2 systèmes existants, il a été proposé un
modèle de structure en pseudopilus de compétence permettant le transport de l'ADN
exogène jusqu'au cytoplasme [2, 3, 20] (ﬁgure 3.2). De plus, chez Acinetobacter baylyi,
il a été montré que cette translocation de l'ADN nécessite de l'énergie [111].
3.1.1 Eﬀet du type d'ADN exogène sur la transformation na-
turelle
Chez Acinetobacter baylyi, la translocation de l'ADN exogène ne dépend pas de sa
séquence. En eﬀet comme le montrent des expériences de compétition d'ADN [87,111],
il n'y a pas de distinction entre ADN homologue (provenant d'Acinetobacter baylyi ) et
ADN hétérologue (provenant d'autres espèces de bactéries) contrairement à ce qu'on
observe chez Neisseria gonorrhoeae et Haemophilus inﬂuenzae où il y a reconnaissance
d'une séquence spéciﬁque présente chez ces espèces (séquence "DUS" pour DNA Uptake
Sequence) [2, 20,88].
L'ADN chromosomique et les plasmides utilisent la même voie d'entrée dans la
bactérie comme le montrent aussi ces expériences de compétition d'ADN [111]. Ce-
pendant la transformation est sensible à la topologie de l'ADN. Ainsi un plasmide
circulaire simple brin ou un plasmide digéré par une seule enzyme de restriction trans-
forment beaucoup moins bien Acinetobacter baylyi que l'ADN chromosomique et les
plasmides natifs (double brin circulaire) [111]. Ainsi des plasmides linéarisés par une
seule enzyme de restriction ont des taux de transformation 1 000 à 10 000 fois plus
faibles qu'un plasmide non digéré. Cependant si on transforme avec un mélange de
plasmides digérés par diﬀérentes enzymes de restriction, on restaure un taux environ
10 fois plus faible qu'un plasmide natif [111]. L'explication serait que les copies de
plasmides linéarisés par une enzyme de restriction aideraient à la recircularisation des
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plasmides linéarisés par l'autre enzyme et vice versa. De plus il a été montré que cette
recircularisation des plasmides est RecA indépendante et ne fait donc pas intervenir la
recombinaison homologue [111].
Bien que la translocation de l'ADN ne soit pas séquence spéciﬁque, l'eﬃcacité de
transformation peut dépendre en partie de la séquence car l'étape d'intégration de
l'ADN par recombinaison est facilitée s'il y a présence d'homologies de part et d'autre
de la séquence étrangère. Notamment il a été montré chez Acinetobacter baylyi que le
taux de transformation dépend de la divergence avec l'espèce donneuse et du locus où
s'intègre l'ADN exogène [124].
Les plasmides ne se répliquant pas chez Acinetobacter baylyi et l'ADN chromoso-
mique doivent s'intégrer dans le génome pour conduire à une transformation stable.
Deux modes principaux d'intégration sont possibles :
1. intégration par deux événements de recombinaison homologue qui se font grâce
aux séquences homologues entourant le marqueur qui va s'intégrer (pour les ADN
double brin linéaires et les plasmides)
2. intégration par un seul événement de recombinaison conduisant à l'intégration
entière du plasmide (uniquement pour les plasmides double brin circulaires).
Il existe d'autres modes d'intégration beaucoup plus rares [13,60, 134] (ﬁgure 3.1).
Figure 3.1  Modes d'intégration d'ADN par recombinaison chez Acineto-
bacter baylyi [13]. Il existe 5 modes d'intégrations : HR, recombinaison homologue,
HFIR, recombinaison illégitime facilitée par l'homologie, HFDIR, double recombinaison
illégitime facilitée par l'homologie et DIR, double recombinaison illégitime. En pointillé
sont représentées les séquences non homologues de l'ADN exogène et en gras sont repré-
sentées les séquences homologues. Les croix indiquent des évènements de recombinaison
homologue et les lignes pointillés obliques, des évènements de recombinaison illégitime.
On peut tester la fréquence des deux premiers modes d'intégration en utilisant un
plasmide possédant un insert d'ADN chromosomique contenant un gène de résistance
à la kanamycine en plus d'un gène de résistance à l'ampicilline propre au plasmide. En
eﬀet la résistance à la kanamycine peut s'acquérir par recombinaison homologue alors
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que la résistance à l'ampicilline ne peut se faire que par intégration complète du plas-
mide car il n'est pas entouré de séquences homologues. Ainsi en comparant le nombre
de transformants résistants à la kanamycine et le nombre de transformants résistants
à l'ampicilline + kanamycine (intégration complète du plasmide), on observe 1000 fois
plus d'intégration par double recombinaison homologue [111]. Des résultats similaires
sont obtenus lorsqu'on utilise des plasmides non réplicatifs pouvant transformer uni-
quement par double recombinaison homologue ou uniquement par intégration complète
(taux transformation par double recombinaison homologue 100 fois plus élevé) [111].
De plus il a été montré que les plasmides non réplicatifs transforment beaucoup mieux
que les plasmides réplicatif ne recombinant pas avec le génome [111]. Ceci suggère que
la recombinaison homologue est plus eﬃcace que la recircularisation des plasmides.
3.1.2 Dégradation de l'ADN exogène lors de la transformation
naturelle
Au cours de sa translocation, l'ADN exogène double brin est converti en ADN
simple brin. Pour démontrer ceci, l'expérience suivante a été réalisée [111]. Une souche
d'Acinetobacter baylyi ne pouvant pas faire de recombinaison homologue (recA déﬁ-
ciente) a été transformée avec un plasmide. L'ADN cellulaire a été puriﬁé et un Sou-
thern blot a été réalisé en condition non dénaturante aﬁn de détecter spéciﬁquement
le plasmide et de déterminer sa forme grâce aux contrôles de plasmides double brin et
simple brin. Une bactérie non transformée et une souche non compétente ayant subi le
même protocole de transformation ont été utilisées comme contrôle négatif. En com-
parant les proﬁls de détection, on observe la présence du plasmide uniquement dans
la souche transformée et le plasmide est sous sa forme simple brin. Des expériences
réalisées chez Neisseria gonorrhoeae, laissent penser que l'ADN serait converti en ADN
simple brin lors de son passage à travers la membrane cytoplasmique [2, 20, 88] mais
aucune démonstration expérimentale n'a été faite chez Acinetobacter baylyi.
Il a été montré que l'étape de translocation de l'ADN nécessitait la présence de
cations divalent contrairement à la liaison de l'ADN à la surface des bactéries [87,111].
Ceci suggère l'implication d'une nucléase dans la dégradation de l'un des brin de l'ADN
au cours de sa translocation.
L'eﬃcacité de transformation dépend de la longueur de l'ADN exogène [110]. Le
taux de transformation augmente avec la taille de manière biphasique. Les fragments en
dessous de 600 pb transforment peu eﬃcacement (taux inférieur à 10−6) mais à partir
de 1kb environ, le taux de transformation devient élevé (> 10−3) et son augmentation
avec la taille ralentit. [110]. Il a été aussi montré que, dans une culture d'Acinetobacter
baylyi, il faut statistiquement 750 fragments internalisés pour obtenir un transformant
[110]. Ceci suggère que l'intégration de l'ADN entre fortement en compétition avec
sa dégradation. Une bactérie Acinetobacter baylyi est cependant capable d'internaliser
beaucoup d'ADN (plus de 65 fragments de 2,4 kb par cellule [110]).
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nom du gène protéine fonctions
ACIAD0209 smf,dprA
import de l'ADN, liaison à l'ADN et recombinaison
(fonction potentielle)
ACIAD0242 comM
magnesium chelatase, protéine de compétence poten-
tielle
ACIAD0360 pilD export et maturation des pseudopilines
ACIAD0361 pilC stabilisation de l'assemblage du pilus de type IV
ACIAD0362 pilB biogénèse du pilus de type IV
ACIAD0911 pilU twitching motility
ACIAD0912 pilT NTPase, twitching motility
ACIAD2639 comA transport de l'ADN à travers la membrane interne
ACIAD2898 comL protéine de compétence potentielle
ACIAD3064 comEA protéine potentielle de liaison à l'ADN
ACIAD3226 comF protéine de compétence potentielle
ACIAD3314 comF pseudopiline,transport de l'ADN à travers le périplasme
ACIAD3315 comE pseudopiline,transport de l'ADN à travers le périplasme
ACIAD3316 comC liaison à l'ADN et entrée de l'ADN
ACIAD3318 comB pseudopiline, transport de l'ADN à travers le périplasme
ACIAD3338 comP pseudopiline, transport de l'ADN à travers le périplasme
ACIAD3355 comQ
sécrétine, pseudopiline,translocation de l'ADN à travers
la membrane externe
ACIAD3357 comO protéine potentielle de la membrane cytoplasmique
ACIAD3359 comN protéine potentielle de la membrane cytoplasmique
ACIAD3360 comM protéine potentielle de la membrane cytoplasmique
Tableau 3.1  liste des gènes de compétence chez Acinetobacter baylyi. Dans
ce tableau est indiquée la liste des gènes liés à la compétence hormis les gènes impli-
qués dans l'étape d'intégration de l'ADN par recombinaison. Les fonctions de ces gènes
ont été déduites par la similarité de leurs protéines avec des homologues chez d'autres
espèces naturellement compétentes. Pour les gènes ACIAD2639 (comA), ACIAD3314
(comF), ACIAD3315 (comE),ACIAD3316 (comC),ACIAD3318(comB)et ACIAD3338
(comP), les fonctions de ces gènes ont été montrées expérimentalement chez Acineto-
bacter baylyi (anciennement nommée Acinetobacter sp. BD413) [16,46,58,85,121,122].
3.1.3 Gènes impliqués dans la translocation de l'ADN exogène
On a pu identiﬁer 20 gènes de compétence potentiellement impliqués dans la trans-
formation naturelle chez Acinetobacter baylyi (étapes de translocation de l'ADN du
milieu extérieur jusqu'au cytoplasme) [3, 7] (tableau 3.1). Les fonctions de ces gènes
sont pour la plupart déduites par similarité des protéines avec des homologues néces-
saires à la transformation naturelle chez d'autres espèces naturellement compétentes.
Pour les gènes ACIAD2639 (comA), ACIAD3314 (comF), ACIAD3315 (comE),
ACIAD3316 (comC), ACIAD3318 (comB) et ACIAD3338 (comP), les fonctions de ces
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gènes ont été démontrées expérimentalement chez Acinetobacter baylyi (anciennement
nommée Acinetobacter sp. BD413) [3,16,46,58,85,121,122]. Il a été ainsi mis en évidence
que comA, comB, comC et comP sont essentiels (mutants non compétents) alors que
les mutants comE et comF (ACIAD3314) ont un taux de transformation réduit de 10
et 1000 fois respectivement. De plus comB, comC, comE, comF (ACIAD3314) et comP
ne sont pas nécessaires à la formation des pili et la sécrétion de type II ne dépend
pas de l'expression de comE et comF (ACIAD3314). Inversement des mutants sans pili
ont un taux de transformation sauvage [3, 50]. Ceci suggère que, chez Acinetobacter
baylyi, la machinerie de translocation de l'ADN est une structure fonctionnellement
indépendante.
Pour comP, des études plus poussées ont été faites [122]. Trois formes de comP ont
été révélées : une forme de 15 kDa correspondant à la taille déduite de sa séquence, une
forme de 20 kDa glycosylée et une forme de 23 kDa qui a subi plus de modiﬁcations. La
forme glycosylée de 20kDa est la forme majoritaire. Elle est présente surtout dans la
membrane externe et la membrane interne mais on en détecte aussi dans le périplasme.
La forme de 23 kDa n'est localisée que dans la membrane externe tandis que la forme
non modiﬁée de 15 kDa n'est présente que dans la membrane interne. La localisation
de ces diﬀérentes formes de comP est la même dans des mutants comE, comF ou comC,
ce qui implique que ces trois gènes ne sont pas impliqués dans l'export, la localisation
cellulaire et la glycosylation de comP. De plus il a été montré que la glycosylation de
comP n'est pas essentielle pour la compétence bien que comP soit indispensable pour
la transformation. En plus de ne pas être nécessaire à la formation des pili (voir plus
haut), comP n'a pas pu être localisée dans les pili. Cependant sa localisation à la fois
dans la membrane externe, le périplasme et la membrane interne reste cohérente avec
une organisation en pseudopilus. De plus comme les pseudopilines comP et comB sont
absolument essentielles pour la compétence alors que les pseudopilines comE et comF
ne le sont pas, on peut émettre l'hypothèse que comP et comB peuvent remplacer comE
et comF mais pas l'inverse.
Pour les autres gènes de compétences, il n'y a pas eu de résultats publiés mais
certaines informations sont citées dans [3]. Ainsi on sait que comEA, comQ, pilC et
pilD sont essentiels pour la transformation naturelle alors que les mutants dprA n'ont
qu'un taux de transformation dix fois plus faible.
3.1.4 Modèle de mécanisme de translocation de l'ADN exogène
D'après la fonction des gènes de compétence identiﬁés chez Acinetobacter baylyi, il a
été proposé le modèle suivant (ﬁgure 3.2). L'ADN exogène se lie à la membrane externe
au niveau de comC ou des protéines comQ. Ces dernières forment une structure poly-
mérique en anneau permettant à l'ADN de traverser la membrane externe. L'entrée de
l'ADN ne dépend pas de sa séquence (pas de distinction entre ADN homologue et hété-
rologue [87,111]) car contrairement à Neissera gonorrhoeae et Haemophilus inﬂuenzae,
il n'y a pas de système de reconnaissance d'une séquence spéciﬁque (séquence "DUS"
pour DNA Uptake Sequence) [2,20,88]. Ensuite l'ADN traverse le peptidoglyclane et le
périplasme grâce à la liaison de comEA et à la rétractation du pseudopilus composé de
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comB, comE, comF et comP. Ce transport consomme de l'énergie car la rétractation
du pseudopilus nécessite l'ATPase PilT et de façon plus globale il a été montré que la
transformation naturelle nécessite de l'énergie [111] . Enﬁn l'ADN double brin traverse
la membrane cytoplasmique via le canal comA où il est converti en ADN simple brin
par hydrolyse d'un brin.
Figure 3.2  Modèle d'entrée de l'ADN exogène lors de la transformation
naturelle chez Acinetobacter baylyi (d'après [3]). La liaison de l'ADN exogène
sur la membrane externe se fait au niveau de comC ou des protéines comQ. Ces der-
nières forment une structure polymérique en anneau permettant à l'ADN de traverser la
membrane externe. Le transport de l'ADN à travers le peptidoglyclane et le périplasme
est réalisé grâce à la liaison de comEA et à la rétractation du pseudopilus composé de
comB, comE, comF et comP. Ce transport consomme de l'énergie car la rétractation
du pseudopilus nécessite l'ATPase PilT. Enﬁn l'ADN double brin traverse la membrane
cytoplasmique via le canal comA où il est converti en ADN simple brin par hydrolyse
d'un brin.
3.2 Induction de la compétence chez Acinetobacter
baylyi
La compétence des bactéries naturellement transformables est un état physiolo-
gique induit par diﬀérents paramètres physico-chimiques (pH, température, nutriment
limitant...) et physiologiques (phase de croissance). Les conditions d'induction sont
variables d'une espèce à une autre [64,88].
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3.2.1 Taux de transformation en fonction de la phase de crois-
sance
Le taux de transformation maximal est obtenu lorsqu'on dilue dans du milieu frais
une culture d'Acinetobacter baylyi à saturation. Ensuite ce taux diminue au cours
de la phase de croissance exponentielle pour devenir minimal en phase stationnaire
[3, 46, 109,111,122].
Pour tester s'il est nécessaire d'être passé par une étape de saturation pour in-
duire la compétence, on peut regarder quel est le taux de transformation de bactéries
maintenues constamment en phase exponentielle. La première méthode pour maintenir
des bactéries en croissance exponentielle est de les diluer dans du milieu frais pen-
dant qu'elles sont en phase exponentielle (à une DO donnée où toutes les bactéries
sont en phase exponentielle). L'autre méthode est d'utiliser des techniques de culture
en continu (turbidostat ou chemostat) où les bactéries sont constamment alimentées
en milieu frais et le volume est maintenu constant en éliminant le trop plein. Dans
la première méthode, le taux de transformation décroît avec le nombre de jours que
la culture a été maintenue en phase exponentielle. Ainsi après 4 jours de culture, on
peut passer d'un taux de transformation initialement de 5.10−2 à un taux de 7 ∗ 10−5
soit une baisse d'un facteur 1 000 environ [109]. Ceci conﬁrme que pendant la phase
exponentielle, il y a une décroissance progressive de la compétence. En turbidostat, la
densité optique de la culture est maintenue constante en régulant le débit d'arrivée de
milieu (et donc le taux de dilution D = débit d'arrivée de milieu/volume de la culture).
Après 3 jours de culture où les bactéries sont maintenues à plus de 95% de leur taux de
croissance maximal µmax 1, il y a une diminution d'un facteur 100 de la transformabilité
des bactéries [109]. Ceci conﬁrme aussi qu'il y a une décroissance de la compétence au
cours de la phase exponentielle.
La seconde technique de culture en continu est le chemostat où le taux de dilution
D est maintenu constant et impose ainsi un taux de croissance µ = D (cf section
4.1). Pour essayer de comprendre si c'est la saturation des bactéries et/ou l'apport de
milieu riche qui induit la compétence, des expériences de transformation de culture en
chemostat après l'ajout ("pulse") de substrat limitant ont été réalisées [109]. Le "pulse"
en substrat limitant reproduit l'eﬀet de l'apport de milieu riche qui relance la croissance
des bactéries à leur µmax. Pour tester si la saturation des bactéries avant la dilution
dans du milieu riche est importante pour l'induction de la compétence, l'alimentation
du chemostat a été coupée en même temps ou avant le "pulse" en substrat limitant (ici
c'est le potassium). Un "pulse" en potassium immédiatement après l'arrêt de l'arrivée
de milieu induit une augmentation du taux de transformation d'un facteur 3-4 alors
qu'après un arrêt de 30 min, on a une augmentation d'un facteur 30. Dans les 2 cas, les
taux transformations obtenus sont beaucoup plus faibles que ceux obtenus en diluant
une culture à saturation (culture sur la nuit) dans du milieu riche où dans ce cas on
observe une augmentation du taux de transformation d'un facteur 10 000 ou plus juste
après dilution.
1. voir notion de taux de croissance dans la section 4.1
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3.2.2 Eﬀet du nutriment limitant sur l'induction de la compé-
tence
Dans un chemostat, les bactéries sont alimentées en continu avec du milieu frais avec
un taux de dilution constant D = µ. Pour des cultures en chemostat limitées en azote,
en carbone ou en phosphate, le taux de transformation augmente exponentiellement
avec le D : il est autour de 10−7-10−6 pour un D faible et augmente jusqu'à 10−4 pour
un D proche de µmax [109]. Cependant cet eﬀet dépend du nutriment limitant car pour
une culture en chemostat limitée en potassium, le taux transformation se maintient
autour de 2, 2.10−4 [109] .
Il avait été émis l'idée que la transformation naturelle serait un moyen d'apporter
des nutriments car l'ADN peut être une source de carbone, d'azote et de phosphate.
Les résultats obtenus avec les cultures en chemostat laissent plutôt penser que l'ADN
n'est pas utilisé comme source de nutriment car le taux de transformation diminue
quand le D diminue, c'est à dire quand l'eﬀet de la limitation en nutriment augmente.
Il a été aussi montré que chez Acinetobacter baylyi, la source de carbone et sa
concentration initiale n'a pas d'eﬀet signiﬁcatif sur le taux de transformation. De plus
Acinetobacter baylyi transforme aussi bien en milieu minimum qu'en milieu riche (LB)
[109].
3.2.3 Régulation de l'expression des gènes de compétence
Le taux d'expression de comP et comB varie au cours de la phase de croissance
[3, 58, 122]. L'expression de ces protéines est maximale en phase stationnaire et mini-
male en milieu de phase exponentielle contrairement au taux de transformation qui est
minimal en phase stationnaire et maximal en début de phase exponentielle (ﬁgure 3.3).
L'expression de comP et comB n'augmente pas avec le taux de transformation, ce qui
laisse penser que ce n'est pas l'expression de ces gènes qui induit la compétence. Le
fait que le taux de transformation soit maximal juste après la dilution d'une culture à
saturation dans du milieu riche va dans ce sens car l'induction de la compétence est
trop rapide pour impliquer l'induction d'une synthèse de protéines. Ceci est conﬁrmé
par le fait que le chloramphénicol (inhibiteur de synthèse protéique) n'inhibe pas la
transformation. Cependant le fait que comP et comB soient fortement exprimés en
phase stationnaire explique en partie pourquoi on obtient des taux de transformation
plus élevés en transformant des bactéries qui viennent de sortir d'une phase stationnaire
prolongée. On en déduit que l'induction de la compétence n'est pas due à une synthèse
de la machinerie de translocation de l'ADN (qui se ferait plutôt en phase stationnaire)
mais à son activation lors du passage dans un milieu riche.
3.2.4 Eﬀet du pH sur l'induction de la compétence
Acinetobacter baylyi est capable de pousser dans une gamme de pH allant de 5 à
8. Son taux de transformation dépend du pH [109]. Si les bactéries sont transformées
à un pH en dessous de 6,7, le taux de transformation diminue d'un facteur 20 à pH 6
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Figure 3.3  Expression de comP et taux de transformation en fonction de la
phase de croissance chezAcinetobacter baylyi(d'après [3, 122]). L'expression
de comP est maximale en phase stationnaire et minimale en milieu de phase exponen-
tielle contrairement au taux de transformation qui est minimal en phase stationnaire
et maximal en début de phase exponentielle.  densité optique des bactéries(OD600), ◦
taux de transformation, ⋄ expression de comP mesurée grâce à l'activité β-galactosidase
(fusion en phase de lacZ à la séquence contenant le promoteur,le site initiation de la
traduction et les 210 premières bases de comP
et d'un facteur 2000 à pH 5,4. Seul le pH pendant la transformation a une inﬂuence
sur le taux de transformation. En eﬀet si on transforme dans un milieu à pH neutre,
quelque soit le pH de la culture avant dilution dans du milieu à pH neutre, le taux de
transformation est comparable. Par contre si on dilue une culture à pH neutre dans du
milieu à pH acide, le taux de transformation est réduit. Il a été conclu que l'induction
de la compétence ne dépend pas du pH mais que c'est plutôt la translocation de l'ADN
(ou son intégration) qui est sensible au pH.
3.3 Recherche des conditions optimales pour le bras-
sage de génomes
Aﬁn de choisir dans quelles conditions réaliser le brassage de génomes lors de l'ex-
périence d'évolution en réacteur, il faut tout d'abord déterminer quel est le taux de
transformation optimal de notre souche d'Acinetobacter baylyi et quels sont les para-
mètres inﬂuençant ce taux de transformation. D'après ce qu'on a vu dans la section
précédente, chez Acinetobacter baylyi, il est maximal lorsqu'on dilue une culture à sa-
turation dans du milieu riche. C'est pourquoi on a réalisé une première série de test de
transformation en diluant une culture à saturation en LB dans du LB (milieu riche).
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Une fois déterminés les paramètres inﬂuençant le taux de transformation dans ces
conditions optimales, on a adapté la méthode de transformation pour des conditions
dans lesquelles on réalise le brassage de génomes.
3.3.1 Paramètres inﬂuençant le taux de transformations de
notre souche cultivée en milieu discontinu
La méthode "classique" de transformation d'Acinetobacter baylyi utilisée par [95,
111] est la suivante. Une culture à saturation sur la nuit en LB (ou en milieu minimum)
est diluée dans du LB (ou du milieu minimum). Après 2h30 d'incubation à 30C avec
agitation, l'ADN est ajouté et la transformation est réalisée pendant 2h.
Pour les tests suivants, on a choisi de diluer 20 µL d'une culture à saturation en LB
dans 300 µL de LB frais (sauf dans le protocole "pulse Nitrate" voir plus bas). On a
décidé de mettre l'ADN dès la dilution et d'incuber 4h30 à 30C (sauf mention contraire)
car on n'a pas vu de diﬀérence entre les deux méthodes (résultats non montrés).
Pour calculer le taux de transformation, on sélectionne les transformants sur milieu
solide LB + antibiotique (kanamycine si l'ADN exogène comporte une cassette de résis-
tance à la kanamycine ou streptomycine s'il possède une mutation ponctuelle conférant
une résistance à la streptomycine). Après 24h d'incubation à 30C, on calcule le taux
de transformation qui est le nombre de transformants (nombre de colonies) divisé par
le nombre de bactéries étalées (estimé à partir de la densité optique mesurée avant
étalement).
3.3.1.1 Eﬀet de l'ADN transformant
Pour les tests de transformation, on a utilisé de l'ADN génomique de la souche
d'Acinetobacter baylyi qui a été modiﬁée pour avoir soit une cassette de résistance à la
Kanamycine (KanR) soit une mutation ponctuelle conférant une résistance à la strep-
tomycine (StrepR). L'ADN génomique a été obtenu de deux façon : soit par extraction
(ADNg extrait) soit par ampliﬁcation par l'ADN polymérase du phage phi29 (ADNg
phi29) (voir annexes).
Comme aucun test de transformation d'Acinetobacter baylyi n'avait été décrit avec
de l'ADNg phi29, un premier test a donc été de comparer les taux de transformation
obtenus avec de l'ADNg phi29 KanR avec ceux obtenus avec de l'ADNg extrait KanR.
On a utilisé la méthode "classique" de transformation en LB en mettant l'ADN (à
une concentration ﬁnale de 1 µg/mL) au moment de la dilution de la culture dans
du LB (voir plus haut). Bien qu'on observe une grande variabilité lorsqu'on répète
indépendamment les mêmes tests en utilisant des précultures diﬀérentes (comme signalé
dans [111]), on s'est rendu compte que l'ADNg phi29 KanR transformait environ 10
fois moins bien que de l'ADNg extrait KanR (tableau 3.2).
Ensuite on a voulu voir si une mutation ponctuelle StrepR s'intégrait aussi bien dans
le génome qu'une cassette KanR. Pour cela on a transformé comme précédemment mais
en utilisant soit de l'ADNg extrait StrepR soit de l'ADNg extrait KanR. On n'observe
pas de diﬀérence signiﬁcative entre les 2 marqueurs StrepR et KanR (tableau 3.2).
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ADN ADNg phi29 KanR ADNg extrait KanR ADNg extrait StrepR
taux de trans-
formation
6, 8.10−5 ± 3, 7.10−5 8, 9.10−4 ± 5, 5.10−4 9, 2.10−4 ± 6, 4.10−4
Tableau 3.2  Taux de transformation en fonction du type d'ADNg.Une
culture à saturation sur la nuit en LB à 30C a été diluée dans du LB. Au moment
de la dilution, on a ajouté de l'ADNg (1 µg/mL) et on a transformé pendant 4h30 à
30C.
La variabilité des mesures de compétence nous a gêné. Cette variabilité semble
d'abord provenir des précultures. Ainsi pour une préculture donnée, la variabilité me-
surée entre les répliques d'un même test est beaucoup plus faible que si on part de
précultures diﬀérentes [111].
Enﬁn on a voulu déterminer quelle est la concentration optimale d'ADNg extrait
pour transformer notre souche d'Acinetobacter baylyi. Pour cela on a procédé comme
précédemment sauf qu'on a fait varier la concentration d'ADNg extrait KanR de 33
ng/mL à 3 µg/mL (tableau 3.3).
concentration
ADNg extrait
33 ng/mL 100 ng/mL 330 ng/mL 1 µg/mL 3 µg/mL
taux de transfor-
mation
1, 4.10−4 3, 7.10−4 5, 5.10−4 1.10−3 1, 3.10−3
Tableau 3.3  Taux de transformation en fonction de la quantité d'ADNg
extrait.Une culture à saturation sur la nuit en LB à 30C a été diluée dans du LB. Au
moment de la dilution, on a ajouté de l'ADNg extrait KanR(1 µg/mL) et on a laissé
transformer pendant 4h30 à 30C. Ces tests ont été réalisés avec une préculture unique
aﬁn de limiter la variabilité.
On observe une saturation du taux de transformation à partir de 1 µg/mL d'ADNg
conformément à ce qui a été rapporté dans la littérature [111].
En conclusion, il faut mieux transformer avec de l'ADNg extrait que de l'ADNg
phi29 pour faire le brassage de génome et la concentration de 1 µg/mL a été retenue.
3.3.1.2 Eﬀet du temps de transformation
Il a été montré dans [111] que le taux de transformation augmente avec le temps
d'incubation avec l'ADN mais qu'à partir de 2h, ce taux sature. Pour vériﬁer que notre
souche ne sature pas avant 4h30, on a testé diﬀérent temps d'incubation avec l'ADN :
30 min, 1h30, 3h et 4h30. On a transformé notre souche avec de l'ADNg phi29 KanR
ajouté au moment de la dilution de la culture à saturation dans du LB.
On observe une augmentation du taux transformation avec le temps d'incubation
avec l'ADN et ce taux ne sature pas avant 4h30 (voir tableau 3.4). On choisit donc de
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ne pas réduire le temps de transformation pour les prochains tests et de garder une
durée d'incubation de 4h30.
temps de transformation 30 min 1h30 3h 4h30
taux de transformation 7.10−6 2.10−5 3, 8.10−5 1.10−4
Tableau 3.4  Taux de transformation en fonction de la durée de transfor-
mation. Une culture à saturation sur la nuit en LB à 30C a été diluée dans du LB
frais. Au moment de la dilution, on a ajouté de l'ADNg phi29 KanR (1 µg/mL) et on
a laissé incubé à 30C entre 30 min et 4H30.
3.3.1.3 Eﬀet de la température
Comme une première expérience d'évolution sur 3000 générations (expérience pilote
AB) a été réalisée à 35C, on a voulu vériﬁer que notre souche d'Acinetobacter baylyi
transforme aussi bien à 35C qu'à 30C. Pour cela on a transformé comme précédem-
ment avec de l'ADNg extrait KanR ou de l'ADNg phi29 KanR (1 µg/mL) sauf qu'on
a incubé à 35C au lieu de 30C. On retrouve dans les deux cas des taux de transfor-
mation situés dans la gamme de ceux obtenus à 30C (tableau 3.5). Il n'y a donc pas
d'eﬀet signiﬁcatif de la température sur la transformation.
ADN transformant ADNg phi29 KanR ADNg extrait KanR
taux de transformation à 30C 6, 8.10−5 ± 3, 7.10−5 8, 9.10−4 ± 5, 5.10−4
taux de transformation à 35C 1.10−4 3, 8.10−4
Tableau 3.5  Taux de transformation en fonction du type d'ADNg et de la
température.Une culture à saturation sur la nuit en LB à 30C ou 35C a été diluée
dans du LB. Au moment de la dilution, on a ajouté de l'ADNg et on a laissé incuber
4h30 à 30C ou à 35C
3.3.1.4 Eﬀet du milieu et du protocole de transformation
Deux méthodes existent pour relancer la croissance d'une culture à saturation :
soit diluer la culture dans du milieu frais, soit ajouter du substrat limitant (faire un
"pulse"). Pour nos expérience d'évolution, on cultive en continu les bactéries dans un
réacteur alimenté en milieu minimum limité en nitrate 2) et l'idéal serait donc de faire
la transformation directement dans le réacteur. La méthode la plus simple serait de
faire un "pulse" de nitrate après l'arrêt de l'alimentation pour relancer la croissance
2. 50 mM de phosphate de potassium , 1 mM de nitrate de potassium, 3 mM de citrate de Potas-
sium, 9 mM d'acide citrique, 1 mM de sulfate de magnésium, des oligoéléments (3 µM FeCl3, 1 µM
ZnS04, 1 µM CoCl2, 0,6 µM CuS04, 1 µM MnS04, 1 µM Molybdate de sodium, 1 µM MnCl2 et 1
µM CaS04), et du polypropylene glycol 2000 (PPG 2000) à une dilution 1 :20000 comme antimousse.
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pendant la transformation (comme ce qui a été fait pour les expériences de transfor-
mation en chemostat dans ( [109] et voir 3.2.1). Pour tester dans un premier temps si
un "pulse" de nitrate peut être envisageable, on a réalisé l'expérience suivante. Une
culture à saturation dans le milieu minimum limité en nitrate est transformée en eﬀec-
tuant un "pulse" de 20 mM de nitrate au moment d'ajouter l'ADNg phi29 KanR (1
µg/mL). On laisse incuber 4h30 à 30C avant d'étaler sur boites LB + kanamycine. On
obtient un taux de transformation de 6, 95.10−5 ± 1, 9.10−5 soit un taux comparable à
celui obtenu en transformant avec de l'ADNg phi29 KanR après dilution d'une culture
à saturation en LB (6, 8.10−5 ± 3, 7.10−5).
On peut donc envisager qu'un pulse de nitrate sera aussi eﬃcace qu'une dilution
et qu'on aura des taux de transformation en milieu minimum similaire à ceux en LB.
Cependant bien qu'il ait été montré qu' Acinetobacter baylyi transforme aussi bien en
LB qu'en milieu minimum, il a aussi été observé une baisse de compétence lorsqu'on
transforme des cultures qui ont été maintenues en phase exponentielle pendant plusieurs
jours(voir 3.2.1 et [109]). D'où la nécessité de faire des tests de transformation en
utilisant des cultures en réacteur et ce sera l'objet de la section suivante. Cependant,
d'après les expériences qu'on vient de faire, on peut déjà envisager de réaliser des
transformations pendant 4h30 à 35C avec de l'ADNg extrait et en faisant un "pulse
de nitrate" plutôt qu'une dilution dans du milieu.
3.3.2 Taux de transformation d'une culture d'Acinetobacter
baylyi en réacteur
Une fois qu'on a déterminé les paramètres inﬂuençant le taux de transformation
d'une culture d'Acinetobacter baylyi en milieu discontinu, on a essayé de transfor-
mer une culture d'Acinetobacter baylyi en réacteur de type chemostat. Dans un pre-
mier temps on s'est inspiré des protocoles utilisés dans des tests de transformation en
chemostat (voir section 3.2.1 et [109]). Pour cela, on a cultivé à 35C notre souche
d'Acinetobacter baylyi dans un réacteur alimenté en milieu minimum limité en ni-
trate (MS121N). Pour eﬀectuer la transformation, on a stoppé l'arrivée de milieu avant
d'ajouter 20 mM de nitrate ("pulse" de nitrate) et de mettre de l'ADNg extrait KanR
(1 µg/mL). Au bout de 4h30, l'alimentation en milieu est remise et un prélèvement est
eﬀectué aﬁn de sélectionner les transformants KanR sur boite LB kanamycine. Malheu-
reusement on n'a jamais réussi à transformer dans le réacteur (taux inférieur à 1.10−9)
même en modiﬁant certain paramètre comme le temps de transformation (entre 1h et
5h) et la durée entre l'arrêt de l'alimentation et le "pulse" de nitrate (on a fait varier
entre 0 et 90 min).
Pour essayer de comprendre pourquoi on n'arrive pas à transformer dans le réacteur,
on a entrepris de faire des tests en dehors du réacteur en utilisant des prélèvements fait
en sortie de réacteur. L'avantage de procéder ainsi est de pouvoir réutiliser la même
culture en réacteur pour plusieurs tests. De plus, on peut les faire en petit volume
(tube eppendorf de 2mL), ce qui permet de les multiplier aisément. Dans un premier
temps, on a tenté de refaire les mêmes tests que ceux faits en réacteur pour vériﬁer
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si on n'arrivait toujours pas à transformer des bactéries cultivées en réacteur avec les
protocoles utilisés. Pour le vériﬁer, on a prélevé des bactéries du réacteur et on a ajouté
20 mM de nitrate et 1 µg/mL d'ADNg extrait KanR. On a laisser transformer pendant
4h30 à 35C avec agitation avant de sélectionner les transformants KanR sur boites
LB kanamycine. Étonnament, on a réussi à transformer les bactéries avec un taux de
1, 5.10−6 ± 8.10−7 soit un taux environ 600 fois plus faible que ceux obtenu avec une
culture en milieu discontinu (voir section précédente 3.3.1.4). Cependant cette baisse de
compétence est du même ordre que celle obtenue pour des cultures en chemostat (voir
section 3.2.1 et [109]). Pour essayer de voir si on peut augmenter ce taux en recréant
une saturation des bactéries avant la transformation, on a laissé le prélèvement entre 1h
et 5h à 35C avec agitation avant d'ajouter 20 mM de nitrate et de l'ADNg extrait (1
µg/mL). On n'observe pas de diﬀérence signiﬁcative dans les taux de transformation.
Pourquoi arrive-t-on à transformer en dehors du réacteur mais pas en réacteur ?
Ce qui distingue la transformation en réacteur de la transformation en tube, c'est la
méthode d'oxygénation (par bullage en réacteur ou par agitation en tube) et la surface
du récipient (verre ou plastique). Pour cerner le problème, on a fait l'expérience sui-
vante. On a transformé un prélèvement de réacteur en faisant comme précédemment
mais en utilisant diﬀérentes matières de tube (verre ou plastique) et diﬀérentes mé-
thodes d'oxygénation (par agitation ou par bullage d'air via une bougie ﬁltrante). On
s'est rendu compte qu'on n'arrivait pas à transformer lorsqu'on faisait buller de l'air
pendant la transformation. Ceci explique pourquoi on n'arrive pas à transformer en
réacteur vu qu'on oxygène et mélange notre culture en réacteur en faisant buller de
l'air par une bougie ﬁltrante.
Vu qu'on ne peut pas transformer en réacteur à cause du bullage, on a essayé de voir
comment on pouvait transformer en dehors du réacteur. Comme on veut transformer
l'ensemble de la population aﬁn de ne pas créer de goulot d'étranglement ("bottle-
neck"), on doit prélever de grand volume de bactéries du réacteur, ce qui rend les
protocoles impliquant des dilutions de bactéries peu envisageables. On a essayé de voir
si en transformant les bactéries dans un milieu plus riche (en LB) que celui où elles
sont cultivées, on arriverait à augmenter le taux de transformation. Pour tester cela,
après avoir prélevé des bactéries du réacteur, on les centrifuge et les resuspend dans du
LB avant de les transformer pendant 4h30 avec de l'ADNg extrait. On obtient cette
fois-ci un taux de transformation de 2, 3.10−5± 5, 2.10−6 soit un taux 10 fois plus élevé
qu'avec un pulse de nitrate. On a essayé dans un premier temps d'utiliser ce protocole
pour les expériences d'évolution avec brassage de génomes mais on s'est ravisé car il y
avait trop de risque de contamination pendant les manipulations en dehors du réacteur.
En plus les conditions de transformation sont très éloignées des conditions de culture
des bactéries en réacteur.
Finalement, pour l'expérience d'évolution avec brassage de génomes, on a opté
pour transformer un grand prélèvement du réacteur (plus de 70 % de la population)
en faisant une injection de 20mM de nitrate au moment d'ajouter l'ADNg extrait. On
laisse transformer 4h30 à 35C avec agitation avant de remettre les bactéries dans le
réacteur.
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Chapitre 4
Montages et protocoles pour les
expériences d'évolution en chemostat
Pour les expériences d'évolution réalisées au laboratoire, les bactéries ont été culti-
vées dans des réacteurs de type chemostat.
Dans une première partie, je présente le principe de fonctionnement d'un chemostat
avant de détailler dans une deuxième partie le montage qui a été utilisé pour l'expérience
d'évolution avec brassage de génomes et son contrôle avec une souche non compétente.
Enﬁn dans une troisième partie, j'aborderai les protocoles utilisés pour faire du brassage
de génomes.
4.1 Principe de fonctionnement d'un chemostat
Un chemostat est un (bio)réacteur où on cultive en continu des microorganismes
(ou des cellules) en apportant du milieu nutritif à un débit donné Q et en conservant
un volume constant de culture (V ) par élimination du trop plein avec ce même débit
Q ( [97], [119]).
Un paramètre caractérisant une culture de microorganismes est le taux de croissance
µ. Dans le cas d'une culture en discontinu (appelée aussi "en batch" ), si x est le
nombre de bactéries dans la culture alors l'accroissement dx de la population pendant
l'intervalle de temps dt est dx = µ.x.dt soit dx/dt = µ.x. Si µ est constant alors
xt = x0.e
µ.t (4.1)
En "batch", d'après Monod [97], µ dépend de la concentration en substrat limitant
S 1 :




1. en "batch", un substrat est limitant si le nombre ﬁnal de bactéries augmente avec la concentration
initiale de ce substrat. Lorsque ce n'est plus le cas, un autre substrat (ou facteur) est limitant
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où µm est le taux de croissance maximal, S la concentration en substrat limitant et ks,
la concentration en substat limitant pour laquelle on a µ = µm/2.
Quand S  ks alors µ = µm. C'est en général le cas dans la plupart des milieux de
culture et on a donc µ = µm pendant la phase exponentielle de croissance où toutes les
bactéries se divisent à leur vitesse maximale.
Pour une culture en continu de type chemostat, l'accroissement dx de la population
du chemostat dépend du nombre de bactéries formées par la croissance des bactéries
(µ.x.dt) mais aussi du nombre de bactéries éliminés par le trop plein qui est le pro-
duit de la concentration des bactéries dans le réacteur (x/V ) par le volume de culture
éliminé pendant l'intervalle de temps dt (Q.dt) Le nombre de bactéries éliminées pen-
dant l'intervalle de temps dt est donc Q.x/V.dt = D.x.dt où D = Q/V est le taux de
dilution. Pour résumé, l'accroissement de la population dans un chemostat est :
dx = µ.x.dt−D.x.dt (4.3)
soit
dx/dt = (µ−D).x (4.4)
A l'équilibre dans un chemostat, on a autant de bactéries formées par croissance




Ainsi contrairement au culture en discontinu ("en batch") où les bactéries passent par
toutes les phases de croissance 2, les cultures en continu de type chemostat maintiennent
les bactéries dans un état de croissance donné dépendant du taux de dilution D imposé
(µ = D ).
Cependant si on impose un D > µm, l'élimination des bactéries par le trop plein
sera plus rapide que leur production par croissance (d'après l'équation 4.4,dx/dt < 0
quand µ < D). D'après l'équation 4.4, si on suppose que µ = µm lorsque le réacteur
est en phase de vidage alors
xt = x0.e
(µm−D).t (4.5)
Si on prend le logarithme, on aura
ln(xt) = ln x0 + (µm −D).t (4.6)
En traçant ln(xt) en fonction de t, on obtient une pente qui vaut (µm−D) et comme
on impose D, on peut en déduire le µm. Ainsi pour déterminer le µm d'une population
en chemostat, on peut vider partiellement le réacteur en mettant transitoirement un
2. la phase de latence (µ = 0) où les bactéries se préparent à la division, la phase d'accélération
(0 < µ < µm), la phase exponentielle où toutes les bactéries se divisent à leur vitesse maximum
(µ = µm), la phase de ralentissement (0 < µ < µm) où le substrat limitant commence à s'épuiser, la
phase stationnaire dite de saturation (µ = 0) et enﬁn éventuellement la phase de déclin(µ < 0)
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D très élevé (D >> µm).
Un autre paramètre lié au taux de croissance est le temps de génération ou temps
de doublement T qui correspond au temps nécessaire pour que le nombre de bactéries
double (xt/x0 = 2).
Si µ est constant (µ = D en chemostat ou µ = µm en "batch") alors d'après
l'équation 4.5, xT/x0 = eµ.T = 2. Si on prend le logarithme, on obtient µ.T = ln 2 soit
T = ln 2/µ (4.7)
Pour les expériences d'évolution en chemostat, on a aussi déterminé N, le nombre
de générations qui se sont écoulées pendant l'expérience. Si on suppose qu'on est à
l'équilibre dans le chemostat pendant la durée dt, alors N = dt/T correspond au
nombre de générations qu'il y a eu pendant la durée dt.
4.2 Montage pour les expériences d'évolution avec ou
sans brassage de génomes
Le montage utilisé pour les expériences d'évolution avec ou sans brassage com-
portent deux réacteurs interconnectés permettant de transférer la population d'un ré-
acteur dans l'autre si besoin (par exemple en cas de formation de bioﬁlm). Ces réacteurs
peuvent être déconnectés stérilement, ce qui permet d'autoclaver un réacteur si besoin.
La ﬁgure 4.1 présente un schéma du montage ainsi que le fonctionnement du réacteur 1
en mode chemostat (hors phase de prélèvement/réinjection, de transfert et de rinçage).
4.2.1 Réacteurs
Chaque réacteur est en verre et a été fabriqué par l'atelier de souage de verre. Il
comprend deux parties :
 un tube en verre de section carrée (largeur = 2,5 cm, hauteur = 25 cm environ)
dont le fond a été soudé. Cette section basse contient la culture et a été choi-
sie carrée pour permettre de mettre en place un système de mesure de densité
optique.
 une partie haute approximativement sphérique, soudée en haut du tube de verre à
section carrée, a des tubes en verre plongeant vers le bas du réacteur et traversant
la paroi du haut du réacteur.
Ces tubes se terminent à l'extérieur du réacteur par un pas de vis permettant de
visser un bouchon qui peut être connecté à un tuyau. La taille de ces tubes varie.
Les plus courts, en forme de "bec", sont environ 3 cm au dessus du niveau de
culture. Un de ces "bec" est utilisé pour alimenter le réacteur en milieu et un autre est
branché à un ﬁltre à air ouvrable si besoin (par exemple pour mettre sous pression le
réacteur ou pour évacuer la pression dans le réacteur, voir section 4.3.3).
Le tube le plus long va jusqu'à environ 2-3 cm au dessus du fond du réacteur et se
termine par une bougie ﬁltrante permettant de faire buller de l'air dans le réacteur aﬁn




































































Figure 4.1  Montage utilisé pour les expériences d'évolution avec ou sans
brassage de génome. Les ﬂux d'air et de liquide ainsi que les connexions fermées
sont représentés dans le cas du fonctionnement du réacteur 1 en mode chemostat (hors
phase de prélèvement/réinjection, de transfert et de rinçage).
d'oxygéner et mélanger la culture. Ce tube longe une paroi du réacteur, permettant
ainsi de ne pas gêner le système de mesure de DO (voir section 4.2.8).
Le niveau du réacteur est délimité par la position des tubes qui arrivent à peu près
au niveau de la jonction de la section carrée avec la partie haute sphérique :
 un de ces tubes sert à transférer les bactéries vers un autre réacteur et à rincer
le réacteur avec du milieu et de la soude (voir section 4.2.6).
 l'autre, légèrement plus long (moins d'un cm plus long), sert à évacuer le trop
plein (liquide + air) vers une poubelle et à maintenir un volume constant V de
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culture dans le réacteur pour un débit d'air donné.
En eﬀet en plus de dépendre de la position du tube d'évacuation du trop plein (qui
impose le niveau maximum de la culture), le volume de culture que peut contenir
chaque réacteur dépend du débit d'air qu'on fait buller dans la culture. En eﬀet le
volume qu'occupent les bulles d'air dans la culture est d'autant plus grand que le débit
d'air est élevé et par conséquent plus le volume de la culture sera faible car on impose
en plus un niveau maximum pour la culture.
Pour déterminer le volume eﬀectif du réacteur (V), on fait fonctionner le réacteur
en mode chemostat sans ensemencer de bactérie et en imposant le débit d'air à 100
mL/min (débit d'air utilisé pour les expériences). Une fois que le niveau de milieu
dans le réacteur est à l'équilibre, on arrête l'alimentation en milieu et en air et on
déconnecte le réacteur. Ensuite on pèse pour déterminer le volume de milieu contenu
dans le réacteur. Sachant que le milieu a une densité de 1 g/mL, on détermine le volume
V de culture pour les 2 réacteurs utilisés. V vaut environ 140 mL : 140 mL ±0.5 mL
pour le réacteur 1 et 142 mL ±0.5 mL pour le réacteur 2.
4.2.2 Connexions du réacteur
Chaque tube en verre du réacteur se termine à l'extérieur par un pas de vis permet-
tant de visser un bouchon. Si le tube est utilisé, il est vissé à un embout permettant
de connecter de façon étanche des tubes de silicone/tygon (diamètre intérieur 1.6 cm,
diamètre extérieur 4.8 cm). Les ﬂux d'air et de liquide entre le réacteur et les diﬀérents
éléments du montage se font principalement via ce type de tubes.
Pour créer des points de déconnexion/connexion stériles dans le montage en cours
de fonctionnement, on utilise des raccords constitués de deux tubes cylindriques en inox
qui s'emboîtent l'un dans l'autre.Ces connexions stérilisables permettent notamment de
changer le réservoir de milieu, de déconnecter un réacteur pour l'autoclaver ou de bran-
cher/débrancher une bouteille de prélèvement (ﬁgure 4.1). Ces connexions/déconnexions
se font stérilement à coté d'une ﬂamme et les embouts en inox sont passés sous la
ﬂamme.
4.2.3 Arrivée de milieu
Le milieu servant à approvisionner le réacteur est préparé dans de grandes bouteilles
de 10 L en verre. Ces bouteilles possèdent un bouchon avec trois ports contrôlés par
des vannes manuelles :
 un port est branché à un ﬁltre à air aﬁn que le réservoir reste à pression atmo-
sphérique, tout en préservant la stérilité
 une sortie est traversée par un tube plongeant au fond du réservoir et connecté
à l'extérieur via une connexion inox à une pompe péristaltique qui va pomper le
milieu à un débit donné.
 le troisième port n'est pas utilisé (vanne fermée)
Après la pompe péristaltique, le tube d'alimentation bifurque en deux grâce à un
T aﬁn d'alimenter un des deux réacteurs selon l'ouverture d'une des deux bifurcations
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(fermeture à l'aide d'une pince). Juste après cette bifurcation, une connexion inox est
présente dans chacune des branches d'alimentation aﬁn de pouvoir déconnecter stéri-
lement un réacteur s'il a besoin d'être autoclavé. Juste avant le branchement au bec
d'arrivée de milieu de chaque réacteur, on a mis un système de "casse-goutte" avec
une arrivée d'air (ﬁgure 4.1) dans le but d'empêcher la propagation de contaminations
de bactéries vers le réservoir de milieu stérile. En eﬀet une telle contamination de l'ar-
rivée de milieu peu être induite par des aérosols provenant de la culture dans le réacteur.
Le débit d'arrivée de milieu imposé par la consigne de la pompe est calibré grâce à
la mesure de la décroissance de la masse du réservoir en fonction du temps. Pour cela
le grand réservoir de milieu est posé sur une balance qui est capable de mesurer au
décigramme près et qui est reliée à un ordinateur par liaison série. Les mesures sont
commandées toutes les 30 secondes comme pour la mesure de densité optique (voir
section 4.2.8) et sont consignées dans un ﬁchier.
Comme la décroissance de la masse du réservoir est due au volume de milieu pompé
et que la masse volumique du milieu est 1 g/mL, si on trace la masse du réservoir en
fonction du temps (en secondes), la pente de la droite nous donnera le débit de la pompe
en mL/s. Après avoir mesuré les débits réels Q correspondant à plusieurs consignes de
la pompe, on peut tracer le débit mesuré en fonction de la consigne de la pompe et
établir ainsi la relation Q = A.c avec Q, le débit réel, c la consigne de la pompe et A,
une constante (pente de la droite).
4.2.4 Arrivée d'air
L'air utilisé provient d'une source d'air comprimé de 10 bars qui est réduite à une
pression de 1.2 bar grâce à un régulateur de pression. Un débitmètre et une vanne
pointeau sont placés dans le circuit pour permettre de mesurer et ajuster le débit d'air.
Le ﬂux d'air peut être réglé entre 20 et 200 mL/min. L'air est rendu stérile grâce à
des ﬁltres 0,2 µm. L'alimentation en air du réacteur se fait principalement via le tube
en verre long qui plonge jusqu'en bas du réacteur et qui se termine par une bougie
ﬁltrante permettant de faire buller de l'air dans le réacteur. En remontant à la surface,
les bulles d'air formées permettent de mélanger la culture en plus de l'oxygéner. Cette
alimentation principale en air est réglée sur 100 mL/min.
Des alimentations secondaires en air sont présentes. En eﬀet de l'air arrive dans le
réacteur en même temps que le milieu grâce au système de casse-goutte. De plus, pour
la réinjection de bactéries après le brassage (voir section 4.3.3) ou lors des phases de
rinçage avec du milieu ou de la soude (voir section 4.2.6), on a besoin de mettre des
bouteilles sous pression et pour cela on utilise une autre arrivée d'air.
4.2.5 Evacuation du trop plein du réacteur vers une poubelle
ou une bouteille de prélèvement
Le niveau de liquide dans le réacteur (et non le volume voir section 4.2.1) est
déterminé par la position du tube en verre qui est relié soit à la poubelle soit à une
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bouteille de prélèvement. En eﬀet le trop plein de culture est éliminé du réacteur en
même temps que le trop plein d'air quand le niveau de culture dépasse l'ouverture de
ce tube de sortie. Le tuyau d'évacuation du trop plein bifurque en deux juste après la
sortie du réacteur : la bifurcation vers la bouteille de prélèvement est fermée en dehors
des phases de prélèvement ou de réinjection et le trop plein s'évacue vers une poubelle
de 10L (ﬁgure 4.1). Cette poubelle a trois ports contrôlés par des vannes manuelles :
 une entrée pour le tuyau d'évacuation du trop plein du réacteur 1
 une entrée pour le tuyau d'évacuation du trop plein du réacteur 2
 une sortie pour évacuer l'air (provenant du trop plein du réacteur 1 ou 2) vers
une bouteille contenant de l'eau de javel. Le tube d'entrée plonge au fond de la
bouteille pour forcer un passage par bullage.
Pour prélever de grands échantillons de population aﬁn d'extraire leur ADN ou de
les transformer avec cet ADN (voir sections 4.3.1 et 4.3.2), on dévie le trop plein de
milieu et d'air vers une bouteille de prélèvement de 250 mL (on ferme la bifurcation
vers la poubelle et on ouvre celle vers la bouteille de prélèvement). Cette bouteille de
prélèvement (ou de réinjection voir section 4.3.3) est munie d'un bouchon avec trois
ports contrôlés par des vannes manuelles qui permettent de les ouvrir ou les fermer
selon leur utilisation :
 un port est connecté à cette dérivation en sortie de réacteur et possède un tube
plongeant jusqu'au fond de la bouteille
 un deuxième est utilisé pour injecter stérilement du nitrate via une connexion
inox et qui est fermé par un bouchon inox quand il n'est pas utilisé (voir section
4.3.1)
 un troisième port est branché à un ﬁltre à air qui permet d'évacuer le trop plein
d'air tout en maintenant la stérilité.
Quand le volume prélevé est suﬃsant, on ouvre la bifurcation vers la poubelle et on
ferme celle vers la bouteille de prélèvement tout en laissant la vanne de la bouteille de
prélèvement ouverte aﬁn de permettre d'évacuer le volume restant dans les tuyaux de
la dérivation vers la bouteille. Cette évacuation est réalisée en injectant de l'air via un
ﬁltre à air présent au début de la bifurcation vers la bouteille de prélèvement. Ensuite
on ferme la vanne d'entrée du trop plein aﬁn de déconnecter stérilement la bouteille et
un bouchon inox autoclavé est branché au bout de la dérivation à la place de la bouteille.
Pour prélever de petits échantillons, une deuxième dérivation plus basse (ﬁgure
4.1) se terminant par une connexion inox peut être branchée à un système de deux
petites bouteilles de 10 mL autoclavées (non montrées sur le schéma du montage) : une
bouteille vide permet de prélever un échantillon tandis que l'autre contenant de l'eau
autoclavée permet de nettoyer la dérivation avant et après le prélèvement (en mettant
sous pression la bouteille d'eau) .
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4.2.6 Transfert et système de rinçage
Les deux réacteurs sont interconnectés par un tuyau de transfert qui présente à
mi-distance une bifurcation vers un système de rinçage composé de deux bouteilles :
une contenant du milieu, l'autre contenant de la soude 1 M (mode de rinçage inspiré
de [31]).
Lorsqu'on transfère la culture d'un réacteur (par exemple réacteur 1) vers un réac-
teur vide (réacteur 2 qui a été autoclavé), on ouvre la section reliant les deux réacteurs
mais on ferme la dérivation vers le système de rinçage ainsi que le tuyau d'évacuation du
réacteur 1 vers la poubelle. Ainsi le trop plein du réacteur 1 ne peut s'évacuer que vers
le réacteur 2. Celui ci est alimenté en air et le trop plein du réacteur 2 peut s'évacuer
vers la poubelle. Après le transfert, au niveau de la bifurcation de l'arrivée de milieu
après la pompe, on coupe l'alimentation du réacteur 1 et on ouvre celle du réacteur 2.
L'évacuation du réacteur 1 vers la poubelle est ouverte tandis que le tuyau de transfert
est fermé du coté du réacteur 2 (entre le réacteur 2 et la bifurcation vers le système
de rinçage). Le réacteur 2 fonctionne ainsi en mode chemostat et est déconnecté du
réacteur 1 qui va être nettoyé.
Après un transfert vers un autre réacteur ou après un prélèvement pour faire du
brassage de génomes, le réacteur n'est plus utilisé et doit être nettoyé voire autoclavé.
Le rinçage du réacteur se fait alors en deux temps :
 on le rince d'abord avec du milieu qui arrive à très haut débit aﬁn de vider le
réacteur des bactéries
 puis on injecte de la soude aﬁn de tuer les bactéries restantes et de garder le
réacteur stérile le temps de sa non-utilisation.
Le réacteur peut aussi être autoclavé notamment en cas de formation de bioﬁlms im-
portants.
Lorsqu'on veut réutiliser un réacteur qui contient de la soude (pour un transfert par
exemple), on rince celui-ci avec du milieu aﬁn d'éliminer les débris et de revenir au pH
du milieu de culture (mesure du pH au niveau de la sortie vers la poubelle). Lorsqu'on
fait un transfert vers ce réacteur, on procède ensuite comme décrit plus haut avec un
réacteur vide.
Pour rincer les réacteur avec du milieu ou de la soude, on met sous pression les
petits réservoirs (1 L) de milieu ou de soude en utilisant de l'air comprimé qu'on
injecte dans la bouteille par un port contenant un ﬁltre 0,2 µm. Lorsque la bouteille
est sous pression, on ouvre la vanne de sortie de la bouteille ainsi que la bifurcation
vers le réacteur à rincer. Quand on veut arrêter le rinçage, on ferme l'arrivée au niveau
du réacteur puis on ferme la vanne de la bouteille et on la dépressurise en déconnectant
l'arrivée d'air dans la bouteille et en laissant l'air s'échapper par un ﬁltre à air. Pour
éliminer le liquide présent dans le tuyau reliant le système de rinçage au réacteur, on
a branché un ﬁltre à air dans ce tuyau du coté du système de rinçage aﬁn de pouvoir
injecter stérilement de l'air. Ainsi lorsqu'on injecte de l'air, le liquide présent dans
le tuyau est éliminé vers le réacteur dont l'arrivée a été ouverte après avoir branché
l'alimentation d'air sur le ﬁltre.
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4.2.7 Régulation en température
Pour cultiver les bactéries à 35C, la portion à section carrée de chaque réacteur
(contenant la culture) est inséré dans un support en alliage d'aluminium dont les parois
qui font 1 cm d'épaisseur sont régulées en température. Pour chaque réacteur, il y a
une résistance en platine qui sert de capteur de température et qui est reliée à un
régulateur PID (pour "Proportionnel Intégral Dérivé") aﬁn de respecter la consigne
souhaitée. Avec ce système de régulation en température, on peut maintenir la culture
à 35C +/- 0,5C.
4.2.8 Mesure de la densité optique
Pour mesurer la densité optique (DO, absorbance) de la culture dans le réacteur,
on a mis en place un système de mesure composé de diodes qui émettent de la lumière
à une longueur d'onde d'environ 800 nm et d'un détecteur photosensible. Les diodes
émettrices et le photorécepteur se font face au niveau de la section carrée du réacteur et
sont encastrés dans deux parois parallèles du support du réacteur. Les diodes émettent
de la lumière qui traverse la culture contenue dans le réacteur et la lumière reçue par
le photodétecteur est d'autant plus faible que la culture est opaque. Le courant du
photodétecteur dépend donc de cette absorbance. Ce courant est ensuite converti en
une tension, elle-même mesurée par un convertisseur analogique-numérique relié à un
ordinateur. Pour faire la correspondance entre la tension mesurée et la densité optique,
on a tout d'abord mis du milieu sans bactérie dans le réacteur aﬁn de déterminer la
valeur de la tension correspondante (DO "nulle"). Ensuite on peut ensemencer des
bactéries et établir une correspondance entre l'évolution de la tension mesurée par
l'ordinateur et la DO mesurée par un appareil commercial à partir de prélèvements
faits à diﬀérents temps de la croissance des bactéries.
Une fois qu'on a la correspondance entre la tension et la densité optique, on peut
estimer le nombre de bactéries (densité optique proportionnelle au nombre de bactéries)
dans le réacteur et éventuellement utiliser des modes de fonctionnement dépendant de
la densité optique. Cet asservissement se fait grâce à des changements du débit de
milieu qui ont lieu lorsqu'on passe au dessus ou en dessous des valeurs d'un des trois
paliers de tension (DO).
Par exemple, au lancement du réacteur, les bactéries ne sont pas encore adaptées au
milieu et ont un taux de croissance très lent qui augmente ensuite lorsque des mutations
avantageuses apparaissent. Ne sachant pas quand ont lieu ces augmentations du taux
de croissance, on a besoin de s'assurer que les bactéries tolèrent le taux de dilution
qu'on impose aﬁn de ne pas vider le réacteur. Pour cela on régule approximativement
la densité optique entre trois valeurs seuils (paliers). En dessous du palier le plus bas,
on a une consigne de pompe très basse (voir nulle au tout début). Lorsque la tension
dépasse le palier intermédiaire, on impose une consigne de pompe plus élevée et si la
culture tolère ce débit, alors la tension peut franchir un troisième palier pour lequel la
consigne de pompe est encore plus élevée. Si les bactéries ne tolèrent pas ce taux de
dilution, la densité optique va diminuer et si elle descends en dessous de la valeur du
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palier intermédiaire alors la consigne de la pompe sera celle du palier intermédiaire et
de même si la DO continue à descendre en dessous du palier le plus bas, on aura la
consigne du palier le plus bas.
Ainsi lorsqu'on veut augmenter progressivement le taux de dilution via une aug-
mentation du débit de milieu, on impose pour le palier intermédiaire le débit actuel
qui est toléré (culture à l'équilibre) et pour le palier supérieur, on met le débit qu'on
voudrait atteindre. Tant que les bactéries ne supportent pas le taux de dilution imposé
au dessus du palier supérieur, la densité optique va osciller entre celle du palier inter-
médiaire et celle du palier supérieur. Une fois que les bactéries ont µm supérieur ou
égal au taux de dilution qu'on veut atteindre, on peut obtenir l'équilibre où la densité
optique est constante (dx/dt=0) et D = µ.
4.3 Protocole du brassage de génomes
Le brassage de génomes a lieu une fois par semaine et est réalisé en dehors du
réacteur (voir raisons chapitre 3 section 3.3.2). Pour pouvoir le faire, il faut dans un
premier temps extraire l'ADN de la population du jour j -1 puis transformer les bac-
téries du jour j avec cet ADN et enﬁn réinjecter les bactéries dans le réacteur après
transformation.
4.3.1 Extraction de l'ADN génomique de la population du ré-
acteur
Pour extraire l'ADN génomique de la population, on prélève 100 mL au niveau du
trop plein de culture du réacteur qui a été évacué dans une bouteille de prélèvement de
250 mL (voir section4.2.5). Comme la densité dans le réacteur est faible (DO autours
de 0,3), pour relancer la culture on injecte stérilement 20 mM de nitrate via le port
d'injection de la bouteille qui possède une connexion inox. Une fois le volume prélevé,
on déconnecte stérilement la bouteille et sous la hotte à ﬂux laminaire, on transfère le
contenu de la bouteille dans un erlen. On incube ensuite environ 2H à 35C 300 rpm
dans un incubateur-agitateur pour obtenir une DO autours de 1,2 (soit 2 doublements
successifs de la population). Après cette repousse, on transfère le prélèvement dans
deux tubes de 50 mL et on centrifuge aﬁn de culoter les bactéries. On resuspend les
culots dans du tampon TE (10 mM Tris HCl pH 8, 1 mM EDTA) pour les réunir dans
un volume ﬁnal de 4 mL. Le protocole d'extraction d'ADN génomique est décrit dans
les annexes.
4.3.2 Transformation de la population du réacteur avec l'ADN
génomique extrait
Pour faire le brassage de génomes, on doit transformer les bactéries avec l'ADN
génomique de la population qu'on a extrait le jour précédent. Comme on ne peut pas
transformer dans le réacteur (voir raisons chapitre 3 section 3.3.2), on doit prélever
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la population du réacteur pour faire le brassage. Qu'on utilise une souche compétente
ou en contrôle une souche non compétente, le protocole est le même (seule la souche
compétente pourra eﬀectivement faire du brassage) aﬁn d'avoir exactement les mêmes
conditions de culture entre l'expérience d'évolution avec brassage et son contrôle sans
brassage (souche non compétente). On prélève comme précédemment sauf qu'après
avoir transféré dans un erlen, on ajoute en plus des 20 mM de nitrate l'ADN génomique
de la population à une concentration ﬁnale de 1µg/mL. On laisse transformer pendant
4H30 à 35C 300 rpm avant de réinjecter les bactéries dans le réacteur.
Pour l'expérience d'évolution avec brassage de génomes (souche compétente), on
transforme en parallèle un prélèvement de la population avec de l'ADN génomique
extrait d'une souche ayant un gène de résistance à la kanamycine (voir chapitre 3
section 3.3.2). Ce test a pour but de suivre l'évolution du taux de transformation au
cours de l'expérience.
4.3.3 Réinjection des bactéries transformées dans le réacteur
Si on réinjecte dans un réacteur qui a été nettoyé à la soude, après l'avoir rincé avec
du milieu, il faut enlever un volume de milieu correspondant au volume de bactéries
qu'on va réinjecter. Pour enlever ce volume, on utilise le tube en verre de l'arrivée d'air
principale car il plonge au fond du réacteur. Le tuyau d'arrivée d'air bifurque en deux
après le ﬁltre à air et avant l'entrée dans le réacteur (non représenté sur le schéma
du montage). Une des branches est connecté au réacteur et l'autre est connecté à une
bouteille de prélèvement comme pour les prélèvements du trop plein. Lorsqu'on veut
enlever du milieu, on doit fermer l'arrivée d'air avant la bifurcation (après le ﬁltre à air)
et ouvrir la dérivation vers la bouteille de prélèvement. Pour que le milieu s'évacue vers
la bouteille, on doit mettre sous pression le réacteur en fermant tous les entrées/sorties
du réacteur sauf le circuit pour évacuer le milieu et le ﬁltre à air du réacteur où on
va brancher une arrivée d'air secondaire. Lorsqu'on a enlevé un volume suﬃsant, on
enlève l'arrivée d'air secondaire par le ﬁltre à air et on ouvre l'arrivée d'air principale.
La pression du réacteur s'évacue par le ﬁltre à air secondaire et le reste de milieu dans
les circuits est éliminé vers la bouteille ou le réacteur. Ensuite on referme la bifurcation
de l'arrivée d'air vers la bouteille.
Pour réinjecter les bactéries dans le réacteur (pas entièrement plein via la mani-
pulation décrite précédemment ou vide car autoclavé), on transfère les bactéries dans
une bouteille de prélèvement autoclavée et on la rebranche stérilement à la bifurcation
d'évacuation du trop plein (voir schéma du montage, ﬁgure 4.1). Ensuite on ouvre la
bifurcation vers la bouteille mais on ferme celle vers la poubelle comme on fait pour
un grand prélèvement du trop plein. Pour que la culture soit injectée dans le réacteur,
on met sous pression la bouteille de prélèvement en injectant de l'air par le port relié
à un ﬁltre à air. Une fois qu'il n'y a plus que de l'air qui s'échappe de la bouteille de
prélèvement, on ferme la bifurcation vers la bouteille de prélèvement et on ouvre celle
vers la poubelle. Comme le trop plein d'air peut s'évacuer vers la poubelle, on ferme le
ﬁltre à air secondaire du réacteur. Pour compléter le niveau dans le réacteur on ouvre
l'arrivée de milieu du réacteur ainsi que l'arrivée d'air secondaire par le casse-goutte. La
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remise en route du réacteur en mode chemostat est une étape délicate car les bactéries
transformées sont arrivées à saturation et il leur faut du temps pour se réadapter au
condition du chemostat. A cette étape, le contrôle de la DO par régulation de la pompe
est importante pour éviter de vider le réacteur.
Chapitre 5
Expériences d'évolution avec ou sans
brassages de génomes
Trois expériences d'évolution ont été étudiées en détail dans mon travail pour cette
thèse :
 une première expérience d'évolution avec une souche d'Acinetobacter baylyi a été
réalisée en chemostat sur environ 3000 générations. Cette première expérience
a eu pour but de mettre en place le système expérimental. La souche pour dé-
marrer l'expérience est compétente pour la transformation mais les conditions
expérimentales de croissance en réacteur conduisent à un taux de transformation
très faible (<10−9). Par ailleurs, on n'a pas mis en oeuvre de mode avec réin-
jection d'ADN (comme celà a été le cas pour les expériences suivantes). Cette
expérience a permis d'obtenir des informations sur la nature des mutations et sur
la diversité générée lors de l'évolution d'Acinetobacter baylyi dans des conditions
sélectives choisies et avec des échanges horizontaux très faibles. Cette expérience
pilote est présentée en détail dans un article qui est soumis (voir section 5.1 et
annexes pour les données supplémentaires).
 deux expériences réalisées dans les mêmes conditions (voir sections 4.2 et 4.3) ont
été mises au point aﬁn de pouvoir comparer l'évolution avec ou sans brassage de
génomes.
5.1 Expérience pilote
Cette expérience pilote a été réalisée avant mon arrivée au laboratoire par Philippe
Thomen. J'ai participé à l'analyse de cette expérience en parallèle de mettre au point
les expériences d'évolution avec brassage et son contrôle sans brassage.
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5.2 Expériences d'évolution avec ou sans brassage de
génomes (sem et lud)
5.2.1 Déroulement des expériences d'évolution avec ou sans
brassage (sem et lud)
Pour comparer l'évolution avec ou sans brassage, on a utilisé deux souches diﬀé-
rentes : l'une compétente, l'autre non-compétente. Pour l'expérience avec brassage de
génomes, la souche d'Acinetobacter baylyi est la même que pour l'expérience d'évo-
lution pilote (ABWT) tandis que pour l'expérience d'évolution sans brassage, cette
souche a été rendue non compétente en délétant l'opéron comFECB (ACIAD3314 à
3318) essentiel pour la compétence [4]. Cette délétion de l'opéron comFEBC a été réa-
lisée par transformation de notre souche ABWT avec une cassette de résistance à la
kanamycine qui possède à ses extrémités des séquences homologues à comF ou comC.
Les souches compétentes et non compétentes ont été cultivées dans les mêmes condi-
tions avec le montage et le protocole décrit précédemment dans les sections 4.2 et 4.3.
Le taux de dilution a été progressivement augmenté de 0, 1h−1 à 1h−1 sur les trente
premières générations environ puis il a été maintenu à 1h−1 (en dehors des phases de
transformation et de réinjection dans le réacteur).
Lors de l'expérience d'évolution avec brassage, des déterminations de taux de trans-
formation avec de l'ADN génomique comportant une cassette de résistance à la kana-
mycine ont été réalisés. On a observé une baisse de la compétence au cours du temps
(voir tableau 5.1 ) qui nous a conduit à arrêter les deux expériences au bout de 1300
générations.






1, 6.10−6 2, 8.10−7 2.10−6 1.10−6 4, 4.10−7 5, 8.10−8 2, 3.10−8
Tableau 5.1  Evolution du taux de transformation au cours de l'expérience
d'évolution avec brassage de génomes (sem). Les taux de transformation ont été
estimés à l'aide de tests de transformations avec de l'ADNg KanR (voir chapitre 3)
Lors de l'expérience d'évolution sans brassage, on a observé l'apparition de bioﬁlms
récurrents dans le chemostat, nous conduisant à augmenter la fréquence des transferts
d'un réacteur à l'autre. À 1300 générations, lorsqu'un prélèvement de population a été
étalé sur boite, des colonies avec des phénotypes diﬀérents sont apparues : la plupart
étaient bien rondes et opaques (la forme "classique" d'une colonie d'Acinetobacter
baylyi) mais de rares colonies étaient plus plates avec un anneau diﬀus moins épais
autours d'un centre opaque. Des colonies diﬀuses peuvent être dues à de la "twitching
motility" qui est un mode de déplacement des bactéries sur les surfaces (agar, verre
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...) [55,91]. Ce mode de déplacement dépend des pili de type IV et est favorisé en milieu
humide. De plus il est impliqué dans la formation de bioﬁlm . Acinetobacter baylyi est
connue pour être capable de faire de la "twitching motility". Un clone formant une
colonie diﬀuse (lud1300t) et une colonie de forme "classique" (lud1300a) ont été isolés.
Pour voir si cette diﬀérence de phénotype est liée à la capacité de former des bioﬁlms,
les deux clones ont été cultivés en milieu minimum liquide soit avec agitation soit sans
agitation. Dans la culture statique, lud1300t forme des agrégats au fond du tube et
un bioﬁm remonte au dessus du niveau de la culture alors que lud1300a ne forme ni
bioﬁlm ni agrégat au bout de 24h. Dans la culture avec agitation, lud1300t forme des
agrégats et un bioﬁlm est visible sur les parois du tube au niveau de l'interface du
milieu avec l'air. Pour lud1300a, la culture avec agitation est homogène et on n'observe
pas de bioﬁlm.
Pour tester si la capacité à former des bioﬁlms est liée à une diﬀérence de vitesse
de déplacement par "twitching", une goutte de culture de lud1300a et lud1300t sont
déposées au centre de boites de milieu minimum. Après 15 heures d'incubation à 35C en
atmosphère humide, le diamètre de la colonie lud1300t est de 60 mm en moyenne contre
25 mm pour lud1300a. L'aspect des colonies est plat et diﬀus dans les deux cas mais sont
de formes diﬀérentes : lud1300a forment des anneaux de croissance concentriques tandis
qu'on observe une croissance étoilée pour lud1300t. Enﬁn, la comparaison des deux
ancêtres (compétent et non compétent) montre que l'ancêtre non compétent semble
légèrement plus rapide pour la formation de zone diﬀuse.
En résumé, la délétion de comFECB pour rendre Acinetobacter baylyi non-compétente
semble avoir des eﬀets secondaires sur le phénotype de la souche, en plus de la non-
compétence. Cette non-compétence a été recherchée pour éviter tout transfert hori-
zontal, mais le revers est une évolution résultante qui a pu dépendre des phénotypes
secondaires associés à la délétion de comFECB.
5.2.2 Séquençage de génomes de clones et de populations
Toutes les semaines soit environ toutes les 165 générations, une extraction d'ADN
génomique de la population est réalisée en vue de faire le brassage de génome le lende-
main (voir 4.3) et des clones sont isolés de cette même population. Les populations de
l'expérience sans brassage sont nommées ludX où X est le nombre de générations tan-
dis que les populations issues de l'expérience avec brassage de génome sont nommées
semX. Les clones isolés sont distingué par une lettre minuscule : par exemple sem1300a
est un clone isolé de la population sem1300. Toutes les 330 générations environ, l'ADN
génomique d'une population et d'un clone (deux pour lud1300) ont été puriﬁés pour
du séquençage. Ces échantillons ont ensuite eté envoyés à séquencer à la plateforme
Illumina de l'Université John Hopkins à Baltimore. Les populations et les clones ont
été séquencés sur 100 bases en "paired-end", c'est à dire à chaque extrémité et ce sur
des fragments d'ADN génomique de 400 bases environ. Le taux de couverture moyen
des génomes est de 1500 X sauf pour sem1300 et sem1300a qui ont été séquencés en
"single-end" avec une couverture de 600 X.
L'alignement des fragments sur le génome de référence d'Acinetobacter baylyi sp.
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ADP1 est réalisé par bowtie2 [78,79] ou Mozaik (http ://bioinformatics.bc.edu/marthlab).
SAMtools [84] permet de détecter les mutations tandis que Tablet [96] permet une vi-
sualisation de l'assemblage des fragments alignés sur la séquence de référence. Bien que
SAMtools soit conçu pour détecter des SNPs et des Indel, les réarrangements de type
insertion, délétion et inversions peuvent aussi être détectés car ils entraînent des séries
de mésalignements de part et d'autre du réarrangement. Une visualisation avec Ta-
blet permet d'identiﬁer les séquences de part et d'autre des régions de mésalignements
et l'assemblage de novo réalisé par Velvet [139] permet de rechercher les raccords de
ces fragments avec des mésalignements. Blast permet d'aligner ce raccordement sur le
génome de référence et permet ainsi d'identiﬁer le type d'évènement à l'origine de ce
mésalignement.
La fréquence des mutations dans la population a été calculée de deux façons. Pour
les SNPs détectés par SAMtools, la fréquence des mutations peut être calculée à partir
du ﬁchier de sortie de SAMtools car pour chaque position, le nombre d'allèles de réfé-
rence et d'allèles mutés sont fournis pour chaque orientation ("forward" et "reverse").
Pour les réarrangements (délétion, insertion d'IS et inversion) et les mutations connues
à faible fréquence, les fréquences des mutations sont estimées d'après le nombre de
fragments porteurs d'un motif spéciﬁque de la mutation et le nombre de fragments
porteurs d'un motif non présent chez les porteurs de cette mutation. Ces motifs sont
recherchés dans les deux orientations aﬁn d'avoir une meilleure statistique.
Les duplications et le nombre de copies d'IS sont identiﬁés grâce au taux de recou-
vrement des contigs obtenus lors de l'assemblage de novo.
Dans l'expérience de Lenski [8], les séquençages de populations ont été réalisés avec
une couverture moyenne de 50x et leurs outils bioinformatiques sont rapportés pouvoir
détecter des mutations ayant une fréquence de plus de 4%. Dans notre cas, d'après
le taux de couverture plus élevé, on pourrait potentiellement détecter des mutations
présentes à plus de 0,1%. Cependant, les programmes obtenus de Barrick et al. [8] ne
semblent pas compatibles avec le séquençage sur 100 bases dont nous disposons. Les
outils informatiques que nous avons ﬁnalement utilisés ne détectent pas les mutations
à moins de 15 % environ. Par conséquent, notre recherche des mutations à plus faibles
fréquences est biaisée. On sous estime donc la diversité mais contrairement à [8], cette
sous estimation est biaisée par le fait qu'on recherche spéciﬁquement les mutations
connues (lorsqu'elles ne sont pas détectées par SAMtools).
5.2.2.1 Résultats des séquençages de génomes dans l'expérience d'évolu-
tion sans brassage de génome (lud)
Les résultats des séquençages de génomes des populations et des clones à diﬀérents
temps de l'expérience sans brassage de génome (lud) sont présentés sous forme de ta-
bleau dans la ﬁgure 5.1. Le détail sur ces mutations est présenté dans le tableau de
la ﬁgure 5.2. Les évolutions des fréquences de certaines mutations sont représentées
graphiquement dans la ﬁgure 5.3.
Trois mutations sont ﬁxées avant 310 générations :
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 la délétion d'une séquence de 40 kb non présente dans le génome de référence
d'Acinetobacter baylyi sp. ADP1. Cette séquence a été identiﬁé dans notre souche
ancestrale non modiﬁée ABWT (voir section 5.1 et annexes)
 une délétion de 11b en amont d'un gène codant pour un transporteur secondaire
du citrate (qui est la seule source de carbone)
 la mutation 3410754 C>T qui est entre les gènes ACIAD3483 et 3484.
Figure 5.1  Mutations identiﬁées chez des clones et des populations dans
l'expérience d'évolution sans brassage de génomes (lud). Les fréquences en gras
ont été estimées manuellement d'après le rapport entre le nombre de fragments porteurs
d'un motif spéciﬁque de la mutation, et le nombre de fragments porteurs d'un motif non
présent chez les porteurs de cette mutation. lud310a, 640a 970a, 1300a et 1300t sont
des clones isolés aux générations 310, 640, 970, et 1300. Lud1300t est un mutant ayant
un phénotype de formation facilitée de bioﬁlm, décrit précédemment. Lud310, 640, 970,
1300 sont des fractions de populations totales aux générations 310, 640, 970 et 1300
Trois mutations (1871062 T>C, 3410537 T>C, 2332965 G>A) qui apparaissent
entre 310 et 640 générations ont des fréquences similaires dans les populations à 640, 970
et 1300 générations. Les mutations 1871062 T>C et 3410537 T>C ont des fréquences
identiques (les courbes d'évolution de leur fréquence se superposent) et sont retrouvées
ensembles chez les clones lud970a et lud1300a. Ceci suggère que ces mutations sont
liées. La courbe d'évolution de la fréquence de la mutation 2332965 G>A se distingue
de celles des deux autres mutations car les fréquences de la mutation 2332965 G>A
sont signiﬁcativement inférieures à celle des deux autres dans les population lud970 et
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lud1300. Cette mutation semblerait donc ne pas être présente chez tous les porteurs
des mutations 1871062 T>C et 3410537 T>C.
Figure 5.2  Détail des mutations identiﬁées chez des clones et des popula-
tions dans l'expérience d'évolution sans brassage de génomes (lud). La po-
sition des mutations est indiquée par rapport au génome de référence d' Acinetobacter
sp.ADP1. Lorsque la mutation est intergénique, sa distance par rapport aux 2 gènes est
indiquée : un signe + indique que la mutation est en aval du codon stop du gène et un
signe moins indique que la mutation est en amont du codon d'initiation du gène.
La mutation 2333167 T>C touche le même locus que la mutation 2332965 G>A.
Les fréquences de ces deux mutations varient en sens opposé mais la somme des deux
fréquences se maintient autours de 95% au cours de l'évolution. Ceci suggère que ces
mutations sont présentes dans deux lignées en compétition et le séquençage de clones
tend conﬁrmer cette hypothèse car les clones porteurs de la mutation 2332965 G>A
n'ont pas la mutation 2333167 T>C et vice versa. Ces deux mutations sembleraient
être un exemple d'interférence clonale où la mutation 2332965 T>C serait apparue
dans un clone non porteur de la mutation 2333167 T>C alors que celle-ci était sur
le point de se ﬁxer (elle était à 92 % quand la mutation 2332965 G>A était à 2 %)
La mutation 2891078 A>G pourrait être apparue dans une sous-population porteuse
de la mutation 2333167 T>C car la fréquence de la mutation 2891078 A>G décroît
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parallèlement à celle de la mutation 2333167 T>C mais reste inférieure. Les clones
séquencés porteurs de la mutation 2891078 possèdent la mutation 2333167 T>C mais
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Figure 5.3  Evolution des fréquences de mutations identiﬁées dans les po-
pulations de l'expérience d'évolution sans brassage de génomes (lud)
La divergence de la lignée du clone lud1300t avec celle de la lignée de lud1300a
paraît signiﬁcative car ces deux clones n'ont en commun que les trois mutations qui
sont d'ailleurs ﬁxées avant 310 générations. La sous-population dont est issue le clone
lud1300t représente environ 1% de la population d'après la fréquence des mutations
propres à lud1300t et serait à l'origine de la formation récurrente de bioﬁlm au cours
de l'expérience.
5.2.2.2 Résultats des séquençages de génomes dans l'expérience d'évolu-
tion avec brassage de génomes (sem)
Les résultats des séquençages de génomes des populations et des clones à diﬀérents
temps de l'expérience avec brassage de génomes (sem) sont présentés sous forme de
tableau dans la ﬁgure 5.4. Le détail sur ces mutations est présenté dans le tableau de
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la ﬁgure 5.5. Les évolutions des fréquences de certaines mutations sont représentées
graphiquement dans la ﬁgure 5.6.
Figure 5.4  Mutations identiﬁées chez des clones et des populations dans
l'expérience d'évolution avec brassage de génomes (sem). Les fréquences en
gras ont été estimées manuellement d'après le rapport entre le nombre de fragments
porteurs d'un motif spéciﬁque de la mutation, et le nombre de fragments porteurs d'un
motif non présent chez les porteurs de cette mutation. * l'IS est inséré en 2660050 mais
38 pb sont délétées après l'IS
Trois mutations sont ﬁxées avant 310 générations :
 la délétion d'une séquence de 40 kb non présente dans le génome de référence
d'Acinetobacter baylyi sp. ADP1. Cette séquence a été identiﬁée dans notre souche
ancestrale non modiﬁée ABWT (voir section 5.1 et annexes)
 une duplication d'une région de 9,6 kb qui code pour des protéines de phage
 l'insertion d'un IS en 115104 dans un gène codant pour un régulateur transcrip-
tionnel
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Figure 5.5  Détail des mutations identiﬁées chez des clones et des popula-
tions dans l'expérience d'évolution avec brassage de génomes (sem). La po-
sition des mutations est indiquée par rapport au génome de référence d' Acinetobacter
sp.ADP1. Lorsque la mutation est intergénique, sa distance par rapport aux 2 gènes est
indiquée : un signe + indique que la mutation est en aval du codon stop du gène et un
signe moins indique que la mutation est en amont du codon d'initiation du gène. Pour
les insertions d'IS, le signe + et - indique l'orientation de l'IS et +3pb précise que les
3 bases suivant la position sont dupliquées de parts et d'autres de l'IS.
Un IS s'est inséré dans le gène de compétence comP avant 310 générations. Sa
fréquence décroît avant de réaugmenter entre 640 et 970 générations pour ﬁnir par se
ﬁxer avant 1300 générations.
La fréquence de la délétion d'une base en 139151 suit une évolution similaire à celle
de l'IS dans comP. La diﬀérence entre les fréquences de ces deux mutations reste infé-
rieure à 5% et à 1300 générations, les deux fréquences sont identiques car les mutations
sont ﬁxées.
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Figure 5.6  Evolution des fréquences de mutations identiﬁées dans les populations de l'expérience d'évolution
avec brassage de génomes (sem)
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2890094 T>C) qui apparaissent entre 310 et 640 générations ont des fréquences proches
de celle de l'IS dans le gène comP. Les fréquences de ces mutations sont très proches les
unes des autres entre 640 et 1300 générations et les diﬀérences de fréquence entre ces
mutations et l'IS dans comP restent inférieures à 11% et deviennent quasiment nulles
car ces mutations se ﬁxent.
Comme des transferts horizontaux peuvent avoir lieu, il est diﬃcile d'établir si les
changements de fréquence des mutations sont dus uniquement à de l'interférence clo-
nales ou si des transferts horizontaux peuvent alimenter ces changements de fréquence :
l'augmentation de la fréquence d'une mutation peut être due à l'envahissement d'une
lignée porteuse de cette mutation et/ou à l'acquisition de cette mutation soit par mu-
tation soit par transferts horizontaux chez d'autres lignées. Ainsi la fréquence de l'IS
dans comP peut augmenter soit parce que les bactéries non compétentes ont acquis
des mutations avantageuses qui leur confèrent un avantage par rapports aux lignées
compétentes soit parce que des clones compétents ont acquis par transfert horizontal
la mutation dans le gène comP et deviennent ainsi non compétents. Les mutations qui
apparaissent entre 310 et 640 générations et qui ont ensuite des fréquences proches
(inversion, IS en 2118345, IS en 2660050, 2886521 A>G ET 2890094 T>C) pourraient
être apparues soit chez des lignées non compétentes soit chez des clones compétents
qui auraient acquis par la suite l'IS dans le gène comP. La présence simultanée de ces
mutations chez un clone non compétent (sem970a et sem1300a) va dans le sens de ces
hypothèses mais ne permettent pas d'exclure d'autres possibilités.
La fréquence de l'IS dans comP diminue entre 310 et 640 générations. Cette di-
minution pourrait être due à des mutations avantageuses qui seraient apparues chez
des clones compétents soit par mutation soit par transfert horizontal. Les mutations
1708671 T>C, 595265 A>G, 220 ou encore l'IS en 940787 pourraient être ces mutations
avantageuses car leurs fréquences augmentent quand la fréquence de l'IS dans comP
diminue et vice versa. La mutation 1708671 T>C et l'IS en 940787 sont bien apparus
chez des clones compétents (présents chez sem640a) mais on ne peut pas déterminer
avec seulement ces données si ces mutations ont permis à des bactéries compétentes
d'avoir transitoirement un avantage.
5.2.3 Comparaison des expériences d'évolution avec ou sans
brassage de génomes
5.2.3.1 Loci mutés en commun
Les trois expériences ont des évolutions très diﬀérentes. Il faut cependant prendre
garde au fait que dans l'expérience pilote, les conditions de cultures n'ont pas été exac-
tement identiques avec celles des expériences sem et lud (taux de dilution partiellement
variable et pas de brassage en dehors du réacteur dans le cas de l'expérience pilote).
Dans ce qui suit on ignore ces particularités. Seule la mutation en 1903816 est retrouvée
en commun dans les trois expériences. Cette mutation est dans la région promotrice
ou régulatrice d'un opéron impliqué dans l'assimilation du nitrate qui est le substrat
limitant et la seule source d'azote. Bien qu'on ne sache pas si cette mutation aﬀecte
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réellement l'expression de cet opéron, une adaptation au niveau de l'eﬃcacité de l'as-
similation du nitrate est attendue même si on a montré dans l'expérience pilote qu'à
85 générations, l'eﬃcacité de capture du nitrate présent dans le milieu était très bonne
(plus de 99,8% du nitrate présent dans le milieu est consommé).
La convergence entre les répliques d'expériences d'évolution est souvent plus élevée
à l'échelle du locus que de la mutation [28, 130]. Si on compare donc les trois expé-
riences à l'échelle du locus et non de la mutation, trois loci sont mutés dans toutes les
expériences. Le premier locus est la région promotrice/régulatrice de l'opéron impliqué
dans l'assimilation du nitrate pour lequel on retrouve la mutation commune en 1903816
ainsi que cinq autres mutations dont trois communes à l'expérience pilote (AB) et à
l'expérience d'évolution avec brassage (sem).
Le second locus muté dans les trois expériences est l'opéron qseB/qseC qui code
pour un système à deux composants avec qseC, un senseur membranaire de type his-
tidine kinase, et qseB un régulateur transcriptionnel activé par cette histidine kinase.
Dans l'expérience d'évolution pilote, le gène qseB est muté tandis que dans les deux
autres expériences c'est le gène qseC.
Enﬁn le troisième locus muté dans les trois expérience est la région promotrice/régulatrice
du gène ACIAD1931 codant pour un transporteur secondaire du citrate (la source
unique de carbone). Une délétion de 11b dans ce locus est retrouvée à la fois chez sem
et lud et une seconde mutation en 1920620 est en compétition avec la délétion de 11b
(la mutation 1920620 se situe dans les 11b délétés) chez sem alors que pour l'expérience
pilote, il s'agit d'une autre mutation (insertion d'un A en 1920605).
En conclusion, les mutations de ces trois loci sont des exemples de convergence
évolutive et semblent être une adaptation au milieu car deux de ces loci sont liés à
l'assimilation du substrat limitant (nitrate) ou au transport de la source de carbone
(citrate).
Des réarrangements sont retrouvés à l'identique ou presque dans l'expérience d'évo-
lution pilote (AB) et l'expérience d'évolution avec brassage :
 la duplication 18848721-1858316 est retrouvée à l'identique entre ces deux expé-
riences,
 l'inversion possède quasiment les même bornes (2041592-2046126 dans l'expé-
rience pilote et 2041607-2046081)
 une grande délétion est retrouvée avec une même borne de ﬁn en 2726454 mais
celle de l'expérience d'évolution pilote est plus grande (60 kb contre 56kb )
Plus de loci mutés sont retrouvés en commun entre l'expérience d'évolution pilote et
l'expérience d'évolution avec brassage (sem). Est-ce que cette diﬀérence est due au fait
que dans l'expérience d'évolution sans brassage (lud), la souche de départ a été modiﬁée
pour la rendre non compétente ? Les interactions épistatiques entre les mutations ont
éventuellement pu être modiﬁées chez la souche non compétente et ont pu ainsi changer
la trajectoire adaptative. Pour tester cette hypothèse, il faudra réaliser des répliques
des expériences d'évolution avec ou sans brassage aﬁn d'estimer la divergence entre
les répliques d'une même expérience. Pour le contrôle sans brassage, une souche non
compétente mutée dans un autre locus (par exemple comP) et/ou mutée avec une autre
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cassette peut aussi être utilisée . Un contrôle avec une souche compétente mais pour
lequel on ne met pas d'ADN pendant la transformation pourrait éventuellement être
envisagée mais ce contrôle n'est pas parfait non plus. En eﬀet si on reproduit une expé-
rience exactement dans les même conditions que l'expérience d'évolution avec brassage
mais sans injection d'ADN, on ne peut pas être assuré qu'il n'y ait pas de brassage
car la présence éventuelle d'ADN relargué par les bactéries (mortes ou vivantes) ne
peut pas être exclue dans un contexte où la phase de manipulation des bactéries hors
réacteur est conçue pour induire la compétence. A titre de comparaison, l'expérience
"pilote" décrite précédemment a été menée sans ces inductions de compétence hors
réacteur.
5.2.3.2 Comparaison de la diversité
Pour comparer l'évolution de la diversité dans chaque expérience, la diversité a été
estimée en utilisant l'index de Shannon H = −
∑
i pi log pi avec pi la fréquence de
la mutation i au lieu de la fréquence de la sous-population i car on ne connait que
les fréquences des mutations (ﬁgure 5.7). La diversité est calculée pour l'ensemble des
mutations (ﬁgure 5.7 en haut) en distinguant aussi la contribution de chaque type de
mutation dans la diversité totale (ﬁgure 5.8).
La diversité dans l'expérience d'évolution avec brassage (sem) est plus élevée que
dans l'expérience d'évolution sans brassage (lud) : 6 fois plus à 310 générations, 5,4
fois plus à 640 générations et 4 fois plus à 970 générations (ﬁgure 5.7 en haut).
Cependant après une importante augmentation de la diversité jusqu'à 640 géné-
rations, la diversité dans l'expérience avec brassage augmente peu entre 640 et 970
générations (stagne entre 2,1 et 2,2). Elle ﬁnit même par diminuer d'un facteur 3 entre
970 et 1300 générations et devient ainsi similaire à celle de la population lud1300 .
Cette baisse de la diversité dans l'expérience d'évolution avec brassage est probable-
ment liée à la ﬁxation des mutations ayant des fréquences très proches de la mutation
dans comP (voir section 5.2.2.2).
Dans l'expérience pilote (AB) et l'expérience d'évolution sans brassage (lud), la
diversité augmente linéairement avec le temps et la diversité à des temps plus tardifs
dans l'expérience d'évolution pilote semble être dans le prolongement de l'augmenta-
tion de la diversité dans l'expérience d'évolution sans brassage (lud). Dans l'expérience
d'évolution pilote, on peut supposer qu'il n'y a pas de brassage car lors de test de
transformation en réacteur, aucun transformant n'a pu être obtenu (taux de transfor-
mation inférieur à 10−9). Bien que la diversité augmente linéairement dans ces deux
expériences d'évolution sans brassage (AB et lud), ce n'est pas toujours le cas dans les
expériences d'évolution asexuée comme le montre l'évolution de la diversité dans l'ex-
périence de Lenski où la diversité diminue fortement entre 10 000 et 20 000 générations
( ﬁgure 5.7 en bas, [8]).
Pour déterminer quelle est la contribution de chaque type de mutations à la diver-
sité, l'index H a été calculé pour chaque type de mutation (ﬁgure 5.8). La diversité dans
l'expérience d'évolution sans brassage lud est essentiellement due à des SNP tandis que
dans les deux autres expériences, les réarrangements contribuent aussi à la diversité.
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Figure 5.7  Évolution de la diversité dans l'expérience d'évolution pilote
(AB), les expériences d'évolution avec ou sans brassage (sem et lud) et
l'expérience d'évolution de Lenski [8]. La diversité H est estimée à l'aide de l'index
de Shannon H = −
∑
i pi log pi avec pi la fréquence de la mutation i (au lieu de la
fréquence de la sous-population i car on n'a accès qu'à la fréquence des mutations). Dans
la ﬁgure du haut, la diversité est calculée en prenant en compte toutes les mutations
détectées tandis que dans la ﬁgure du bas, la diversité est calculée uniquement pour les
SNP aﬁn de pouvoir comparer à l'expérience de Lenski où seule la fréquence des SNP
a été recherchée [8].
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En eﬀet les SNP constituent en moyenne 82% de la diversité dans les populations lud
tandis que les SNP ne contribuent à la diversité pour seulement 67 % en moyenne dans
les populations sem et 47% en moyenne dans les populations tardives de l'expérience
d'évolution pilote.
Figure 5.8  Contribution des diﬀérents types de mutations à la diversité
H pour les expériences d'évolution avec ou sans brassage (sem et lud) et
l'expérience d'évolution pilote (AB).La diversité H est estimée à l'aide de l'index
de Shannon H = −
∑
i pi log pi avec pi la fréquence de la mutation i (au lieu de la
fréquence de la sous-population i car on n'a accès qu'à la fréquence des mutations). La
diversité est calculée pour chaque catégorie de mutation (SNP, Indel, grande délétion,
duplication, insertion d'IS, inversion).
L'estimation de la diversité dans les expériences d'évolutions sont très dépendantes
du taux de couverture du génome et de la sensibilité des outils de recherche de SNP [8].
De plus la comparaison de la diversité entre les expériences n'est pas évidente car elle
peut dépendre de la phase dynamique de l'évolution où ont été prélevés les échantillons
de populations qu'on compare. En eﬀet comme on a vu précédemment, la diversité
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n'augmente pas toujours de façon monotone avec le temps car des remplacements de
populations peuvent faire diminuer la diversité.
5.2.3.3 Comparaison des types de mutations
Comme vu précédemment, les SNP sont la principales sources de diversité dans les
populations lud et sem. Aﬁn de prendre en compte toutes les mutations même celles qui
ne contribuent pas à la diversité (mutations ﬁxées), le "nombre eﬀectif" de mutations
est calculé correspondant pour chaque type de mutation à la somme des fréquences des
mutations (ﬁgure 5.9).
Figure 5.9  Evolution du nombre de chaque type de mutations dans les
expériences d'évolution avec ou sans brassage (sem et lud) et dans l'expé-
rience d'évolution pilote (AB). Le nombre de mutations correspond à la somme
des fréquences des mutations.
Dans l'expérience d'évolution sans brassage (lud), la proportion de SNP augmente
linéairement au cours de l'évolution passant de 49% à 72% alors que dans l'expérience
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d'évolution avec brassage(sem), la proportion de SNP diminue après 640 générations
et passe d'une moyenne de 37% à 20%. Cette baisse de la proportion de SNP chez
sem est probablement due à l'envahissement de la lignée non compétente qui cause une
diminution de la diversité. Dans l'expérience d'évolution pilote la proportion de SNP
est minoritaire et reste stable avec une moyenne de 36%.
Chez sem, la majorité des mutations sont dues à des réarrangements et en par-
ticulier à des insertions d'IS. Ce n'est pas une spéciﬁcité du brassage car les IS et
les réarrangements ont aussi activement participé à l'adaptation des bactéries dans
l'expérience d'évolution pilote et dans d'autres expériences d'évolution sans brassage
[1, 23, 47,112,129,132].
Chez lud, la proportion des SNP est majoritaire comme dans la plupart des expé-
riences d'évolution [5, 9, 36, 56,130,135,136].
5.2.3.4 Comparaison des SNP dans les expériences d'évolution avec ou
sans brassage de génome (sem et lud)
Bien qu'il ne soit pas facile de classiﬁer les mutations selon leur eﬀets pour de
multiples raisons (fonction du gène muté inconnu, eﬀet de la mutation pas facile à
déterminer ...), une classiﬁcation des SNP a été tentée selon leur type (intergénique,
non synonyme et synonyme) ou selon les eﬀets de ces mutations sur la régulation ( non
régulateur, régulateur pour les SNP dans des régions potentiellement régulatrices ou
dans des gènes codant pour des régulateurs et enﬁn inconnu dans le cas où l'eﬀet de la
mutation ne peut pas être déterminé) (ﬁgure 5.10).
Sous un régime de sélection positive, on s'attend à ce que dans les séquences co-
dantes, les mutations non-synonymes (changeant un acide aminé par un autre) soient
plus nombreuses que les mutations synonymes (mutations géniques ne changeant pas
d'acide aminé par un autre) car ces dernières sont souvent neutres. Dans l'expérience
d'évolution sans brassage (lud), 100% des SNP géniques sont non-synonymes alors que
dans l'expérience d'évolution avec brassage (sem), une mutation synonyme (2886521
A>G) apparaît à 640 génération et se propage pour se ﬁxer (la proportion de SNP
géniques qui sont non-synonymes passe de 100 % à 49 % entre 310 générations et 1300
générations). D'après la revue [36], dans la grande majorité des expériences d'évolution
avec séquençage de génome, les SNP non synonymes représentent presque 100% des
SNP géniques (avec une moyenne de 92%).
Les SNP intergéniques et les SNP synonymes ont plus de chance d'être neutres
que les mutations non synonymes et un ratio élevé de mutations non synonymes peut
donc être un signe de sélection positive. Chez lud, la proportion de SNP qui sont non-
synonymes augmente de 1% à 79% alors qu'elle est en moyenne de 40 % chez sem (avec
un minimum de 33 % et un maximum de 53%).
Pour tenter de savoir si les adaptations observées sont principalement guidées par
des mutations régulatrices, les SNP ont aussi été classiﬁés selon leur eﬀet sur la ré-
gulation. On a supposé ici que les mutations sont régulatrices si elles touchent un
gène codant pour une protéine régulatrice ou si elles sont situées dans des régions
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Figure 5.10  Evolution du nombre de SNP en fonction de leur type ou de
leur eﬀet dans les expériences d'évolution avec ou sans brassage (sem et
lud). Le nombre de mutations correspond à la somme des fréquences des mutations.
potentiellement régulatrices (intergéniques). Chez lud, la proportion de SNP qui sont
régulateurs passe de 100 % à 40 % entre 310 et 1300 générations alors que chez sem, elle
se maintient avec une moyenne de 65%. Pour lud les mutations régulatrices semblent
plus importantes au début de l'évolution alors que chez sem, l'adaptation semble prin-
cipalement guidée par des mutations régulatrices. Cependant on surestime peut être le
nombre de mutations régulatrices car toutes les mutations intergéniques ne sont pas
forcément régulatrices et certaines peuvent être neutres. De plus pour sem, les SNP ne
constituent qu'une minorité des mutations (en moyenne 36%).
5.2.3.5 Résumé
Pour les trois expériences menées (i) expérience pilote sans réinjection d'ADN (bras-
sage faible), (ii) expérience sem avec réinjection d'ADN et souche compétente (avec
brassage), et (iii) expérience lud avec réinjection d'ADN et souche non-compétente
(sans brassage), le nombre de loci mutés commun (voir section 1.2.3.1) se limite à 3
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, (a) région promotrice/régulatrice de l'opéron nitrate, (b) opéron qseB/qseC, et (c)
région promotrice/régulatrice de transporteur citrate.
Par ailleurs en plus de ces 3 loci, des réarrangements similaires (3 en tout) sont
retrouvés entre expérience pilote et expérience avec brassage sem (voir 1.2.3.1).
On observe par ailleurs (voir 1.2.3.2) une grande diﬀérence entre l'évolution lud et
l'évolution sem caractérisée d'abord (A) par une diversité (voir ﬁgure 1.8) qui est dans
une phase initiale (de 310 à 970 générations) nettement plus élevée chez sem et fait
intervenir délétions, insertions d'IS et SNP. La diversité chez sem décroît ensuite (entre
970 et 1300 générations) pour rejoindre vers 1300 générations une diversité du même
ordre de grandeur que chez lud1300.
Une comparaison de diversité sur une autre expérience d'évolution a pu être faite
avec une expérience de Barrick-Lenski [8], mais en se limitant au cas documenté de la
diversité liée uniquement aux SNP. La diversité en ce cas semble être globalement dans
un même ordre de grandeur entre sem, lud et l'expérience barrick-Lenski(voir section
1.2.3.2).
L'autre diﬀérence nette entre sem et lud est (B) le nombre eﬀectif de mutations
(ﬁgure 1.9 et 1.10). Ce nombre à 1300 générations est plus grand de près d'un facteur
2 (13.5 contre 7) chez sem par rapport à lud. La répartition en type de mutations est
également diﬀérente avec pour lud1300, 5 SNP (4 non-synonymes, 1 intergénique), 1
indel, 1 grande délétion, et pour sem1300, 3 SNP (1 non-synonyme, 1 synonyme, 1
intergénique), 2 indel, 5 insertions d'IS, 2 délétions, 1 duplication, 1 inversion.
On a donc des diﬀérences très marquées entre les expériences sem et lud, caractéri-
sées tant du point de vue de la diversité que de la nature des mutations. Une caracté-
ristique étonnante est par ailleurs l'apparition rapide de mutants sem non-compétents.
Cette sous-population ﬁnit par envahir ﬁnalement la population sem à 1300 généra-
tions, et cet envahissement semble concomitant avec la baisse tardive de la diversité
chez sem.
Au ﬁnal, ces expériences semblent très encourageantes en ce sens que des diﬀé-
rences très notables d'évolution sont obtenues en condition avec transfert horizontal
d'ADN par rapport à une situation sans transfert. Ces premiers résultats nécessitent
des répliques d'expérience aﬁn de déterminer si ces diﬀérences sont robustes, et si la
disparition progressive de compétence est également un eﬀet robuste. On a par ailleurs
identiﬁé que l'expérience de contrôle avait potentiellement un point faible, le mutant
non-compétent utilisé montrant un phénotype de formation facilitée de bioﬁlm, sou-
levant la question d'une évolution de lud éventuellement partiellement dépendante de
phénotypes autres que la non-compétence. Il sera donc nécessaire dans la suite de ce
travail de procéder à diﬀérents types d'expériences de contrôle.
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Conclusion
Cette thèse porte sur des expériences d'évolution de bactéries, avec le but d'explorer
expérimentalement comment des transferts horizontaux d'ADN au sein d'une popula-
tion de bactéries issues d'un ancêtre commun, peuvent ou non modiﬁer l'évolution de
cette population. La bactérie modèle choisie est Acinetobacter baylyi ADP1, et la mé-
thode utilisée pour permettre des échanges faciles d'ADN à l'intérieur de la population
repose sur la propriété de "transformation naturelle" de cette bactérie, c'est à dire sa
capacité à capturer puis intégrer dans son génome de l'ADN qui serait présent dans
le milieu de culture. Un réacteur en ﬂux continu est utilisé, permettant le maintien
en conditions de croissance constante d'une très grande population de bactéries (1010)
dans un milieu où la seule source d'azote est du nitrate en quantité limitante.
Nous avons dans une première étape mené une expérience pilote, avec pour but de
mettre en place le système expérimental. Cette expérience a été initiée avec une souche
compétente d'Acinetobacter baylyi et avec les conditions expérimentales de croissance
en réacteur qui conduisent à un taux de transformation très faible (<10−9). Cette ex-
périence d'évolution pilote, réalisée sur 3000 générations environ, a permis d'obtenir
des informations sur la nature des mutations et sur la diversité générée lors de l'évolu-
tion d'Acinetobacter baylyi dans des conditions sélectives choisies et avec des échanges
horizontaux très faibles. Une structure en multiples sous populations en compétition
active a été observée et semble compatible avec un régime d'interférence clonale. Une
telle structuration est donc susceptible de fournir une source d'ADN avec variations en
cas d'échange horizontal.
Pour l'expérience avec brassage de génomes, on réalise une "boucle de rétroaction".
On commence par récupérer/puriﬁer périodiquement l'ADN des bactéries du trop-plein
(sortie de réacteur), pour préparer de l'ADN génomique de population (ADNg). Les
bactéries du réacteurs sont ensuite prélevées et on manipule hors réacteur les conditions
de croissance de façon à favoriser la compétence. L'ADNg puriﬁé est enﬁn introduit
avec les bactéries rendues plus compétentes et après une phase d'incubation la popula-
tion de bactéries est ré-introduite dans le réacteur. Ce procédé a permis d'introduire des
étapes d'échanges horizontaux d'ADN. Avec ce protocole d'échanges intervenant tous
les 165 générations environ, on a mené une expérience d'évolution avec Acinetobacter
baylyi sur 1300 générations. En tant que contrôle, on a réalisé dans les mêmes condi-
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tions une expérience avec un mutant non-compétent d'Acinetobacter baylyi. Pour ces
deux expériences (brassage et expérience contrôle), on a procédé à des reséquençages
tous les 330 générations, à la fois sur la population et sur un clone isolé choisi aléatoi-
rement. L'exploitation de ces données de séquençage a permis de mettre en évidence
les mutations apparues au cours de l'évolution expérimentale ainsi que leurs fréquences
relatives dans la population.
Les résultats obtenus dans ces deux dernières expériences sont très diﬀérents. Dans
l'expérience contrôle (c'est à dire sans transfert horizontal), la diversité est essentielle-
ment due à des SNP et augmente de façon monotone avec le nombre de générations.
En contraste, dans l'expérience d'évolution avec brassage, la diversité augmente dans
une première phase (de 310 à 970 générations) pour ensuite diminuer et rejoindre (vers
1300 générations) une valeur similaire à la diversité de l'expérience de contrôle. Nous
avons pu relier cette diminution de la diversité est à l'envahissement de la population
par une lignée devenue non compétente à cause d'une mutation dans le gène comP es-
sentiel pour la transformation naturelle. Ces résultats préliminaires sont encourageants
car tendent à montrer que l'échange horizontal d'ADN semble avoir modiﬁé transi-
toirement l'évolution, avec une diversité initialement plus importante dans le cas de
transferts horizontaux. De plus la disparition progressive de la compétence, tendrait à
indiquer que la compétence présente un coût qui devient trop important à long terme
dans notre contexte expérimental.
Des répliques de ces expériences sont cependant nécessaires pour conﬁrmer la répé-
tabilité de ces eﬀets. Des expériences de compétition devront aussi être réalisées aﬁn
de comparer les deux expériences. D'autres expériences contrôles devront aussi être
envisagées car la délétion de l'opéron comFECB pour rendre Acinetobacter baylyi non-
compétente semble avoir des eﬀets secondaires sur le phénotype de la souche et a pu
modiﬁer la trajectoire adaptative. Une possibilité pourrait être de déléter le gène comP
au lieu de comFECB.
Enﬁn il sera important d'améliorer notre méthode de recherche des mutations aﬁn
d'avoir une meilleure détection des mutations à faibles fréquences. Une détection des
mutations à un seuil plus bas et avec une méthode non biaisée permettrait une meilleure
estimation de la diversité.
Annexes
Protocole d'extraction d'ADN génomique
Pour extraire de grande quantité d'ADN génomique (1 à 2 mg), on part soit d'une
culture sur la nuit dans 50 mL de LB ou soit pour les extractions d'ADN de population
de 100 mL de culture du réacteur avec une densité optique d'environ 1,2. Les cultures
sont centrifugées dans des tubes de 50 mL aﬁn de récupérer un ou deux culots de
bactéries. Les diﬀérentes étapes de l'extraction d'ADN génomiques sont les suivantes :
1) Lyse des cellules et dégradation de l'ARN
Après resuspension des culots dans 4mL de TE (10 mM Tris HCl pH 8, 1 mM
EDTA) (quand deux culots, réunion des deux culots dans un volume de 4 mL de TE),
on ajoute 8mL de tampon ES (EDTA 0,5M , Sarkosyl 10%), 25 µL de protéinase K
(225 U) et 30 µL de RNase A (300 µg) pour dégrader l'ARN. Une incubation de 5 min
au bain marie à 65C est réalisée pour que les enzymes agissent.
2) Séparation au chloroforme
Après la lyse des cellules, on ajoute de 12 mL de chloroforme. Après agitation pour
bien mélanger,une centrifugation à 10 000 rpm est réalisée à 4C pendant 60 min (temps
à optimiser selon la qualité de séparation des phases). On récupère ensuite la phase
supérieure contenant l'ADN dans un tube de 50 mL propre
3) Précipitation à l'acétate de sodium (NaAc)
Pour un volume de phase supérieure récupérée, on ajoute un volume de NaAc 3M.
Après avoir bien mélanger, on centrifuge à 10 000 rpm et à 4C pendant 90 min (temps à
optimiser selon stabilité du culot). On récupère ensuite le surnageant contenant l'ADN
(cette étape permet d'éliminer une grande partie des protéines restantes après le chlo-
roforme).
4) Précipitation Ethanol de l'ADN
Pour un volume de surnageant récupéré, on ajoute un volume d'éthanol 100%
−20C. On mélange délicatement par inversion jusqu'à voir la "pelotte d'ADN" puis on
100 Annexes
incube à −20C pendant au moins 3 heures. Après cette incubation, on centrifuge à 10
000 rpm et à 4C pendant 20 min. On élimine le surnageant et on rince le culot d'ADN
avec 7,5 mL éthanol 70% −20C (Volume à ajuster pour que culot soit immergé). Après
une centrifugation à 10 000 rpm pendant 10 min à 4C, on sèche le culot d'ADN sous
une hotte avant de le resuspendre dans 600 µL TE. Cette resuspension est facilitée par
une incubation à 30C 300 rpm (tube incliné coté culot).
5) Dosage de l'ADN au spectrophotomètre
Récupération en général de 1 à 2 mg d'ADN avec un rapport absorbance à 260 nm
/ absorbance à 280 nm égal à 2.
Ampliﬁcation d'ADN génomique par l'ADN polymé-
rase du bactériophage phi29
L'ADN polymérase du bactériophage phi29 (ADN polymérase phi29) est une en-
zyme très processive pouvant synthétiser des fragments de plus de 10 kb de long avec
un taux d'erreur 100 à 1000 fois plus faible que l'ADN polymérase Taq couramment
utilisée en PCR. L'ADN polymérase phi29 est souvent utilisée pour ampliﬁer des gé-
nomes à partir de très peu de matériel et est une alternative à l'extraction d'ADN
génomique qui nécessite plus de matériel de départ [34,45, 61,63].
Après une étape de dénaturation de l'ADN à 95C, l'ADN polymérase phi29 poly-
mérise à 30C à partir d'hexamères aléatoires modiﬁés en 3' aﬁn de ne pas être dégradé
par l'activité exonucléase 3'-5' de l'enzyme. Quand l'ADN polymérase phi29 rencontre
un autre site où s'est initié une polymérisation, elle est capable de déplacer le brin néo-
synthétisé devant elle aﬁn de continuer sa polymérisation. Ces déplacements multiples
de brin libèrent ainsi de nouveau site pour l'hybridation des hexamères qui vont initier
d'autre polymérisation.
Le protocole utilisé pour faire de l'ampliﬁcation phi29 est le suivant : 4, 3.107 bac-
téries sont centrifugées et resuspendues dans un volume ﬁnal de 42 µL contenant 50
mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM (NH4)2S04), 50 µL d'hexa-
mères avec les 3 dernières bases en 3' avec des groupements phosphothiorate. Le tout
est incubé 3 min à 95 C pour lyser les bactéries et dénaturer l'ADN. Ensuite sont
ajouter pour avoir un volume ﬁnal de 50 µL, de l'ADN polymérase phi 29 (25 U), de
la pyrophosphatase et 10 mM de chaque dNTP. Le tout est incubé plus de 15 heures à
30C pour ampliﬁcation de l'ADN génomique des bactéries. Les enzymes sont inactivés
à 65C pendant 10 min. Une précipitation NaAc/éthanol est réalisée pour récupérer et
concentrer l'ADN ampliﬁé.
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